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RESUMO

No Brasil, a leishmaniose visceral canina (LVC) é causada pelo parasito
Leishmania chagasi, (sin. L. infantum). Considera-se que a principal via de
transmissdo da LV é por meio da picada de flebotomineos infectados.
Entretanto, formas alternativas tém sido investigadas e a picada ou ingestao
de carrapatos infectados poderia ter relevancia epidemiologica. A presenca
de L. chagasi em Rhipicephalus sanguineus poderia explicar a transmisséo
do parasito na populacdo canina em locais onde ha baixa frequéncia de
flebotomineos. O objetivo deste trabalho foi detectar a presenca de
Leishmania spp. em R. sanguineus coletados em cé&es naturalmente
infectados no Distrito Federal. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.
Os carrapatos foram obtidos de uma amostra de conveniéncia composta por
48 caes entregues por seus donos a Diretoria de Vigilancia Ambiental da
Secretaria de Saude do Distrito Federal com diagndstico suspeito ou
confirmado de LVC, por meio de testes sorolégicos, ou cées recolhidos por
ocasido da realizacdo do inquérito rotineiro do programa de controle de LVC
no DF. Foi coletado sangue venoso dos 48 cdes para avaliacdo soroldgica
da infeccdo por Leishmania spp por meio das técnicas imunoenzimatica e
imunofluorescéncia indireta, ambas com antigeno bruto de L. major; do teste
imunocromatografico rapido de duplo percurso com antigeno recombinante
K28 e aplicacdo da técnica de PCR para amplificacdo de alvos de DNA
género-especificos. Apos a identificacdo dos espécimes de R. sanguineus,
os carrapatos foram armazenados em pools de até 10 espécimes,
separando-os em grupos de machos, fémeas e ninfas. Os carrapatos foram
dissecados para retirar o intestino e glandulas salivares para extracdo de
DNA e posterior amplificacdo da regido conservada de 120pb de kDNA e
234pb do gene hsp70 de Leishmania spp. por meio da PCR e para cultura
em meio NNN modificado. Os produtos amplificados de KDNA foram ainda
submetidos a digestdo com as endonucleases Hae Ill e BstUl e ao
sequenciamento genético para identificacdo das espécie do parasito. Foram
realizados esfregacos em laminas coradas com Giemsa para observacao
direta de formas de Leishmania spp. A positividade das técnicas sorologicas
aplicadas ao sangue canino foi de 66,6% pelo ELISA, destes, 81,2% pela
RIFI e 56,2% do total pelo DPP, e ainda, 70,8% dos cades apresentaram pelo
menos um dos trés testes com resultados reagentes ou positivos. Foram
coletados 130 espécimes de R. sanguineus dos 27 cdes que se
apresentaram ectoparasitados. Houve sucesso no isolamento em cultura de
Leishmania spp. de cinco pools de glandulas salivares e intestinos de
carrapatos coletados em quatro cdes. O sequenciamento do KDNA
amplificado pela PCR a partir destas amostras demonstrou homologia com
sequéncias de Leishmania spp. Os produtos amplificados de kDNA a partir
de amostra sanguinea de um dos cédes apresentou homologia com
sequéncia de L. braziliensis, no entanto, a homologia do material
amplificado a partir dos carrapatos coletados desse cédo foi com uma
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sequéncia de L. infantum. A cultura analisada por eletroforese de isoenzimas
foi identificada como L. infantum. A infeccdo por Leishmania nos cées, dos
quais foram coletados os pools de carrapatos positivos na cultura, foi
confirmada pela PCR. A lamina do pool de machos de um dos cées foi a
Gnica a apresentar formas flageladas de tripanossomatideos, cuja
identificagdo n&o foi possivel pela morfometria. Os resultados obtidos
indicam que R. sanguineus que se alimentam naturalmente em caes
naturalmente infectados por L. infantum apresentam DNA do parasito no
intestino e glandulas salivares, confirmam a presenca de L. infantum viavel
nestes ectoparasitos,e a possibilidade de isolar L. infantum em meio de
cultura.

Palavras-chave: 1. Leishmania infantum 2. Leishmaniose visceral 3. Caes 4.

Rhipicephalus sanguineus 5. Carrapatos 6. Diagnostico molecular 7. Canis
familiaris

XVil



ABSTRACT

In Brazil, canine visceral leishmaniasis (CVL) is caused by the parasite
Leishmania chagasi (syn. L. infantum). It is considered that the principal
route of transmission of the VL is through the bite of infected sand flies.
However, alternative methods have been investigated and bites or ingestion
of infected ticks could have epidemiological relevance. The presence of L.
chagasi in Rhipicephalus sanguineus could explain the transmission of the
parasite in the canine population in areas where there are low frequency of
sand flies. The objective of this study was to detect the presence of
Leishmania spp. in R. sanguineus collected from dogs naturally infected in
the District Federal. The project was approved by the Ethics Committee on
Animal Use of the UNB Faculty of Medicine. Ticks were obtained from a
convenience sample consisting of 48 dogs delivered by their owners to the
Environmental Surveillance Directory of Health Department of the District
Federal with suspected or confirmed diagnosis of CVL, through tests, or dogs
collected during the day routine investigation of the control program LVC in
DF. Venous blood was collected from 48 dogs for serologic evaluation of
infection by Leishmania spp. by means of ELISA and indirect
immunofluorescence techniques, both with crude antigen of L. major, the
immunochromatographic dual path assays with recombinant K28 and
amplification of genus specific DNA targets by PCR. After identification of
specimens of R. sanguineus ticks were stored in pools of up to 10
specimens, separating them into groups of males, females and nymphs.
Ticks were dissected to remove the gut and salivary glands for DNA
extraction and subsequent amplification of 120pb of the conserved region of
KDNA and 234pb of the hsp70 gene of Leishmania spp. by PCR. Ticks
sample were also cultured in modified NNN culture medium. The amplified
products of kKDNA were further subjected to digestion with restriction
endonucleases Hae Il and BstUl and gene sequencing to identify the
parasite species. Smears were prepared on slides stained with Giemsa for
observation of Leishmania spp. forms. The positivity of serological
techniques applied to canine blood was 66.6% by ELISA. Among positive
samples, 81.2% were also positive by IFA and 56.2% by DPP, then, 70.8% of
dogs had at least one of the three tests with positive results. We collected
130 specimens of R. sanguineus of the 27 dogs that had ectoparasites.
Isolation of Leishmania spp. was successfull in five pools of salivary glands
and intestines of ticks collected from four dogs. Sequencing KDNA amplified
by PCR from these samples revealed homology with sequences of
Leishmania spp. The amplified products of kDNA in a blood sample from one
of the dogs showed sequence homology to L. braziliensis, however, the
amplified material from ticks collected from this dog had homology with L.
infantum sequence. The isolate analyzed by mulilocus enzyme
electrophoresis was identified as L. infantum. The Leishmania infection in
dogs where we collected the pools of ticks which had successful parasite
isolation in culture was confirmed by PCR. The smear of the pool of male
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ticks collected from one dog was the only positive for flagellated
trypanosomatidae whose identification was not possible by morphometry.
Our results indicate that R. sanguineus feeding naturally in dogs naturally
infected by L. infantum had parasite DNA present in the intestine and salivary
glands, confirm the presence of viable L. infantum in these ectoparasites,
and the possibility of isolation of L. infantum in culture medium.

Keywords: 1. Leishmania infantum 2. Visceral leishmaniasis 3. Dogs 4.
Rhipicephalus sanguineus 5. Ticks 6. Molecular diagnosis 7. Canis familiaris.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses s&o zoonoses com grande impacto em saude
publica e representam um complexo de doencas com amplo espectro clinico
e diversidade epidemiolégica. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), as leishmanioses estdo entre as seis doencas infecciosas
mais importantes que acometem populacbes negligenciadas, devido a
elevada incidéncia da infeccdo, a elevada letalidade da forma visceral
quando néo tratadas e a capacidade de produzir deformidades. Estima-se
que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de contrair a
infeccdo com registro aproximado de dois milhdes de novos casos das
diferentes formas clinicas ao ano (WHO, 2010).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a Leishmaniose
Visceral (LV) sdo as duas principais manifestacdes dessa doenca, sendo
que esta Ultima é a forma mais grave (Brasil, 2007; Brasil, 2009; Brasil,
2011).

O género Leishmania inclui parasitos com duas formas principais:
uma amastigota, observada dentro das células do sistema fagocitico
mononuclear nos tecidos dos hospedeiros vertebrados, e outra,
promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (Lainson & Shaw,
1987; Killick-Kendrick, 1990).

A LV é caracterizada pela visceraliza¢do do parasito, acometendo 0s
orgdos com alta densidade de células do sistema fagocitico-mononuclear
tais como baco, figado e linfonodos. A expressao clinica da doenca depende
de fatores como a espécie e o tipo de resposta do sistema imunitario,
caracteristicas individuais, genéticas e do meio ambiente em que o individuo
estd inserido (Cardoso, 2007). A LV é uma doenca crbnica grave,
caracterizada por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e citopenias,
geralmente fatal para o homem, quando nao se institui tratamento adequado.
A letalidade da LV sob tratamento especifico € variavel, mas, pode atingir

valores entre 10 e 20% (Romero & Boelaert, 2010).
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A LV é considerada endémica em regibes de clima tropical e
subtropical, aparecendo desde as florestas das Américas aos desertos do
oeste da Asia e das zonas rurais até as areas periurbanas (Malla & Mahajan,
2006). A diversidade de agentes, reservatorios, vetores e situacdes
epidemioldgicas, aliada ao conhecimento ainda insuficiente sobre varios
desses aspectos, tornam complexo o controle desta doenca. O propoésito das
medidas de prevencao, praticadas atualmente no Brasil, € a reducdo do
contato homeme-vetor, a partir de medidas de protecédo individual, controle de
reservatorios e aplicacao do inseticida, quando indicados (Brasil, 2005).

No Brasil, a LV tem ocorrido frequentemente em médios e grandes
centros urbanos (Werneck, 2008). A primeira epidemia urbana ocorreu ha
25 anos na cidade de Teresina, Estado do Piaui, e desde entdo, varios
surtos tém sido relatados na periferia de outras cidades, como S&o Luis,
Estado do Maranhdo, Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Campo Grande, Estado de Mato Grosso do Sul, Palmas, Estado de
Tocantins (da Luz et al., 2001; Silva et al., 1997).

Na india e no leste da Africa a espécie do parasito associada a LV é
Leishmania donovani e na Europa e norte da Africa, L. infantum (Lukes et
al., 2007). No Novo Mundo, L. chagasi € a espécie descrita como agente
etiolégico da LV (Kuhls et al., 2005), embora tenham sido relatados casos
associados com a infeccdo por L. amazonensis (Barral et al., 1991). Estudos
sugerem que outras espécies de Leishmania podem estar causando
manifestacdes clinicas compativeis com a LV. Estudo publicado em 1986
relatou o caso de um paciente com manifestacdes clinicas classicas de LV
sem a presenca do protozoario no baco e figado apesar destes estarem com
as dimensbes aumentadas, porém, foram detectadas amastigotas
de Leishmania (Leishmania) amazonensis ha medula éssea (Barral et al.,
1986). Outro estudo mostrou que de 46 casos de LV, 11 tiveram como
agente causal a Leishmania (Leishmania) amazonensis (Barral et al., 1991).
Outros trabalhos mostraram resultados semelhantes que detectaram
Leishmania (Leishmania) braziliensis na medula 6ssea (Hernandez et al.,

1993) e Leishmania (Leishmania) amazonensis em linfonodo (Aleixo et al.,

21



2006). Cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com diferentes
manifestacdes clinicas da doenca mostraram-se geneticamente diversas, e
esta divergéncia estende-se a variacbes em termos de tamanho de
cromossomos. Uma vez que L. amazonensis pode estar associada com
leishmaniose cutanea difusa (LCD) ou LV, deve-se pesquisar marcadores
genéticos que podem estar associados com estas manifestacdes clinicas (de
Oliveira et al., 2007).

Lainson e Rangel (2003) e Lainson e Shaw (2005) passaram a utilizar
as nomenclaturas L. infantum infantume L. infantum chagasiem
consideracao a existéncia de diferencas entre os dois organismos, com base
nos padrées de fragmentos de KDNA utilizando a técnica de digestdo com
enzimas de restricdo (Jackson et al., 1984), comparacdo de proteinas de
superficie das formas promastigotas e anticorpos monoclonais (Santoro et
al., 1986), e ainda, estudos comparativos de radiorrespirometria (Decker-
Jackson & Tang, 1982).

A classificagdo do complexo Leishmania donovani (composto por L.
donovani, L.chagasi e L. infantum) foi contestada devido a relacdes
genotipicas dentro do complexo que foram avaliados em diferentes niveis,
afirmando que tal complexotem uma origem monofilética. Todas as
espécies de Leishmania do Velho Mundo foram reconhecidas por uma
sonda Lmet9, o que sugere uma origem genética comum. Apoés a andlise da
sequéncia de mspC3 h, L. infantume L. chagasi foram consideradas
indistinguiveis e embora tenha sido encontrada uma variabilidade da cepa
por analise de RAPD, ndo foi possivel discriminar L. infantum de L.
chagasi. Sendo assim, Leishmania chagasi pertence ao
complexo L. donovani, mas por ser indistinguivel da L. infantum, sugere-se
gue sua introducdo tenha sido recente no Novo Mundo e efetivamente se
trata da mesma espécie. A estreita relagdo entrelL. Infantum e L.
chagasi contrasta com um nivel mais elevado de variabilidade de L.
donovani (Mauricio et al., 1999). A impossibilidade de distinguir cepas de L.
infantum e. L chagasi, com variabilidade intraespecifica semelhante, reforca

a hipotese de que estas espécies sdo sindbnimos (Momen et al., 1987). A
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Leishmania infantum/L. chagasi foi identificada como um grupo monofilético
dentro do complexo L. donovani, que pode ser considerado parafilético.
Comparativamente, a diversidade dentro do complexo L. donovanié
substancial e demonstra padrdes de associacdo filogeograficos (Mauricio et
al., 1999).

O ciclo biolégico do parasitismo por Leishmania se inicia quando
fémeas de flebotomineos se alimentam de sangue de algum hospedeiro
vertebrado infectado, ingerindo formas amastigotas presentes no interior das
células do sistema fagocitico mononuclear. No intestino do inseto, ocorre a
ruptura das células liberando as formas amastigotas, que se transformam
em promastigotas. Apos 48 a 72 horas do repasto alimentar as formas
promastigotas migram para a porcdo toracica do intestino médio. Esta
migracdo € acompanhada pela transformacédo dos parasitos em (1) formas
promastigotas curtas e largas livres na luz intestinal, (2) formas
paramastigotas arredondadas, fixadas pelo flagelo ao epitélio intestinal a
partir de hemidesmossomos e (3) formas promastigotas metaciclicas, as
quais invadem a faringe, cibario e probdscide do inseto, tornando-se aptas
para infectar outro hospedeiro, assim que esses insetos fizerem o seu
préximo repasto sanguineo. Os flebotomineos tém um aparelho bucal curto
e adaptado para dilacerar o tecido do hospedeiro, fornecendo condicdes
para obter a alimentagdo eficiente. No momento da picada, 0 inseto
infectado regurgita parte do material do seu intestino e, desta forma, inocula
0 protozoario no novo hospedeiro. A saliva do inseto também € inoculada
neste ambiente, favorecendo o fluxo sanguineo e a transmissdo do
protozoario ao novo hospedeiro. Nos tecidos dos vertebrados os macréfagos
fagocitam as formas inoculadas que se transformam em amastigotas no
ambiente intracelular, multiplicando-se por divisdo binaria. O ciclo se
completa quando outro inseto vem se alimentar de sangue neste hospedeiro
infectado (Bray & Alexander, 1987; Killick-Kendrick, 1990; Lainson & Shaw,
1987; Michalick, 2005).

Diversos mamiferos podem se infectar por Leishmania spp.,

entretanto, ndo sdo usualmente responsaveis pela transmissdo ao homem.
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No Novo Mundo, a LV é considerada uma doenca zoonotica, envolvendo
diferentes espécies caninas, especialmente o cdo doméstico Canis familiaris
(Lainson, 1983). No Brasil, os reservatoérios de L. chagasi ainda nédo estao
bem definidos. Varios animais silvestres, como raposas das espécies
Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous e marsupiais da espécie Didelphis
albiventris tém sido encontrados naturalmente infectados por L. chagasi
(Reis, 2001).

A possivel participacdo dos cdes no ciclo epidemioldgico da LV
comecou a ser discutida na Tunisia, a partir da deteccdo, nos animais, do
agente etiolégico da doenca (Nicolle & Comte, 1908).

Na Europa e na América Latina, o agente causador da leishmaniose
visceral humana e canina mantém-se principalmente em populacdes de cées
domésticos. No Brasil, os cdes sdo os reservatdrios mais importantes do
parasito, em area urbana, tendo em vista a sua relacao de proximidade com
o homem e a expressao do parasitismo nesses animais (Deane & Deane,
1955, Vieira & Coelho, 1998; Courtney et al., 2002).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) se caracteriza por perda de
peso progressiva, anemia, lesdes cutaneas acompanhadas principalmente
por alopecia generalizada ou local, descamac&o ou eczema, particularmente
no focinho e orelhas, pelos opacos, pequenas Ulceras rasas, localizadas
mais frequentemente nas orelhas, focinho, cauda e articulacdes. A pele dos
cdes € a regido do corpo que mais manifesta os sinais clinicos, € o local
onde acontece a primeira interacdo entre o parasita e o sistema imune do
céo, além de ser o local onde se encontram grandes quantidades de formas
amastigotas (Ciaramella et al., 1997).

Com o avanco da doenca observa-se também aumento do volume
dos linfonodos, onicogrifose, ceratoconjuntivite, apatia e edema das patas.
Na fase final ocorre paresia das patas posteriores e caqueixa (Genaro, 1993;
Koutinas et al., 1999; Mozos et al., 1999; Feitosa et al., 2000)

Apesar dos sintomas descritos, a maioria dos caes infectados néo
apresenta sinais clinicos (Cabral et al., 1998) e mesmo na pele clinicamente

sadia pode haver a presenca de parasitos, o que alerta para a importancia
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desses animais no ciclo de transmissédo da doenga (Solano-Gallego et al.,
2004).

O diagnostico clinico da LVC é complexo, pois os sinais clinicos da
doenca sdo varidveis e inespecificos, comuns a outras enfermidades que
acometem o cdo. A imunossupressdo causada por Leishmania pode gerar
infeccbes oportunistas, dificultando do mesmo modo o diagnéstico da LVC
(Silva, 2007).

No Brasil, as estratégias de controle da doenca baseiam-se no
diagnostico e tratamento precoce de casos humanos, no controle dos
flebotomineos por meio do uso de inseticidas e na detec¢do e eliminacéo
dos cées infectados (Brasil, 2005).

Modelos matematicos sugerem que o controle da LV humana e
canina poderia ser mais efetivo com medidas dirigidas ao combate ao vetor
ou vacinacdo de individuos suscetiveis comparadas com aquelas
direcionadas a eliminacdo de caes infectados (Quinnell et al.,, 1997). O
emprego do controle vetorial e de reservatorios como estratégias de
intervencdo sobre a LV é sustentado baseando-se na hip6tese de que a
incidéncia da infeccdo em humanos esté diretamente relacionada ao niumero
de caes infectantes e a fatores entomoldgicos, tais como a capacidade da
populacdo de flebotomineos de transmitir infeccdo do cdo para o homem
(Burattini et al., 1998; Dye, 1996). No entanto, a LV continua avancando e a
inefetividade das estratégias de controle pode ser explicada pela
necessidade de um sistema de vigilancia permanente, e outros fatores,
como a possibilidade de transmissdo por cdes assintomaticos, a ma-
qualidade dos procedimentos diagndésticos, e a propria dinamica
populacional canina, com a rapida infeccdo pelos novos caes introduzidos
em substituicdo aos cédes eliminados, influindo na inefetividade da
eliminacao (Costa & Vieira, 2001; Courteney et al., 2002; Dye, 1996).

O diagnostico da LVC é usualmente realizado por meio de analises
parasitologicas e sorologicas, tais como a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e mais recentemente por

meio de testes imunocromatograficos rapidos (Badaro et al., 1983; Iniesta et
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al., 2002). O teste imunocromatografico rapido de duplo percurso (TR DPP),
aplicado em amostras de sangue total ou de soro, submetidas a leitura
visual, ou aplicado em amostras de soro, submetidas a leitura eletrénica,
demonstrou sensibilidade de 88% e especificidade em torno de 73% para o
diagndstico de LVC, o que demonstra que o uso de dispositivos eletrénicos
de leitura poderia ser dispensado em condicdes de campo (Schubach,
2011). Especificidade mais elevada (96%) e sensibilidade mais baixa (47%)
foram identificadas em cdes sem sinais de LVC. No entanto, a sensibilidade
do teste foi significativamente mais elevada (98%) nos casos em que 0sS
cées eram considerados doentes. Os resultados obtidos com a utilizagdo do
kit DPP®LVC mostraram que é improvavel que o teste seja sensivel o
suficiente para deteccdo de cdes assintomaticos portadores de L. infantum,
porém, pode ser util para confirmar os casos clinicamente suspeitos devido a
sua elevada especificidade em caes sintomaticos (Grimaldi et al., 2012).

Os métodos parasitologicos sdo considerados mais especificos que
os testes soroldgicos, porém, mais invasivos, porgue requerem puncao de
linfonodo periférico ou medula éssea. Outra desvantagem € que os testes
sorologicos apresentam mais resultados falso-positivos por causa das
reacdes cruzadas com outros patdégenos (Badaro et al., 1983; Iniesta et al.,
2002).

Os métodos moleculares sdo valiosos no diagndstico da LVC
(Ikonomopoulos et al., 2003; Xavier et al., 2006) em funcdo da rapidez,
sensibilidade e especificidade, particularmente para a deteccdo de caes
assintomaticos. O diagndstico da LV por meio da reacdo de polimerizacéo
em cadeia (PCR — Polymerase chain reaction) tem acuracia elevada para
detectar sequéncias especificas do DNA do parasito em diferentes amostras
clinicas, no entanto, a reprodutibilidade deste método ndo tem sido
extensamente provada (Fisa et al., 2001; Lednidas et al., 2002

Ikonomopoulos et al., 2003).
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1.1 Rhipicephalus sanguineus: caracteristicas gerais

Existem 898 espécies de carrapatos descritas no mundo, todas

agrupadas na subordem Ixodida (sin. Metastigmata), dividindo-se em trés

familias (Quadro 1). A familia Ixodidae é a que possui 0 maior niumero de

representantes dos carrapatos, com 703 espécies descritas, e compreende

0s carrapatos popularmente conhecidos como carrapatos duros (Barros-
Battesti, 2006; Dantas-Torres et al., 2012; Guglielmone et al., 2010).

Quadro 1. Caracteristicas comparativas entre as trés familias de carrapatos (Acari: Ixodida). Fonte:

Barros-Battesti, 2006.

Argasidae

Nuttalliellidae

Ixodidae

GNATOSSOMA

Localizacao

Subterminal, ndo visivel
dorsalmente (na larva é
terminal)

Terminal e anterior

Terminal anterior, visivel
sob o aspecto dorsal em
todos os estagios.

Base

Ventralmente é
quadrangular

Dorsalmente apresenta
uma fenda transversal que
a subdivide em regiao
anterior e posterior

Dorsal e ventralmente
muito variavel, mas sem
divisdes

Palpos

Os quatro articulos séo

subiguais com excegao

de Nothoaspis (articulo
| diferenciado dos

Trés articulos. O primeiro
(basal) muito curto, o
segundo alargado e

guadrangular, e o dltimo

Formacéao do articulo IV
gue se aloja numa
cavidade do articulo 111

demais) reduzido e encaixado no
articulo 11
Areas porosas Ausentes Ausentes Presentes
IDIOSSOMA
Tegumento Coriaceo, mamilonado, Coriaceo, apresentando Liso ou superficialmente

tuberculado, granulado
€ rugoso

inimeros espacos
retorcidos com aspectos de
rosetas

estriado, com muitos
poros

Escudo dorsal

Ausente na maioria,
exceto nas larvas
(presenca de
pseudoescudo em

Pseudoescudo coriaceo
com textura diferenciada do
restante do idiossoma

Presente. No macho é
completo; na larva, ninfa
e fémea é restrito a
porcéo anterior do

Nothoaspis) idiossoma
Festbes Ausentes Ausentes Presentes na maioria das
espécies
Olhos Quando presentes Ausentes Quando presentes
localizam-se nas localizam-se nas margens
dobras supracoxais anterolaterais do escudo
Glandulas coxais Presentes em adultos e Ausentes Ausentes

ninfas

Placas espiculares

Pequenas, situadas na
prega supra-coxal,
entre as coxas lll e IV,
macula e diminutos

Pequenas, situadas
posteriormente as coxas 1V,
de superficie fendida,
macula presente, aerdfilos

Grandes, situadas
posteriormente as coxas
IV, macula e aerdfilos
presentes

aerdfilos presentes ausentes
PERNAS
Coxas Sem espinhos Espinhos nas coxas | e Il Com espinhos internos e
externos na maioria
Pulvilos Ausentes ou Ausentes Presentes em todos os

rudimentares
(presentes nas larvas)

estagios
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O Rhipicephalus sanguineus pertence a subfamilia Rhipicephalinae,
sendo vulgarmente conhecido como carrapato vermelho do cdo e também
como carrapato de canis (Dantas-Torres, 2008a, b; Pegram et al., 1987). R.
sanguineus foi descrito pela primeira vez em 1806 por Latreille, na ocasiao
era denominado como Ixodes sanguineus, sendo posteriormente transferido
para o género Rhipicephalus (Guglielmone et al., 2010).

O género Rhipicephalus, de origem afrotropical, compreende 82
espécies reconhecidas no mundo e foi introduzido nas Américas
provavelmente com a colonizagdo. Atualmente, ocorre em toda a Regiédo
Neotropical predominando nas areas urbanas e acometendo
aproximadamente 30% dos cées (Barros-Battesti, 2006, Guglielmone et al.,
2010).

R. sanguineus apresenta tamanho variado, de pequeno a médio. Em
ambos o0s sexos o idiossoma tem coloracdo marrom escura, escudo sem
ornamentacdo e olhos ligeiramente convexos. Nos machos, o escudo
apresenta trés sulcos na porcao posterior e ventralmente ha duas placas
adanais internas desenvolvidas e mais largas posteriormente, e duas placas
externas rudimentares. Tanto em machos, quanto em fémeas, os espinhos
das coxas sao similares, exceto o espinho da coxa IV do macho que é maior;
a base dorsal do gnatossoma € hexagonal e tanto os palpos como o
hipostdmio sao curtos (Barros-Battesti, 2006).

Esse carrapato tem habito nidicola, vivendo em ninhos, tocas ou
abrigos dos hospedeiros. Quando ndo estdo parasitando o hospedeiro,
ocorrem preferencialmente no chao ou frestas e buracos das tocas (Labruna
& Pereira, 2001; Labruna, 2004). R. sanguineus tem como hospedeiro
preferencial o cdo doméstico e canideos silvestres, possuindo ampla
distribuicdo por todo o territorio brasileiro (Linardi & Nagem, 1973).

R. sanguineus, além de se alimentar do seu hospedeiro principal, o
cao, pode fazer hematofagia no homem e em outros mamiferos, além de
aves e répteis (Fernandes, 2000). Na Ameérica do Norte (Goddard, 1989), no
Brasil, e em varios paises do mundo, o parasitismo humano por R.

sanguineus tem sido relado, embora ndo seja muito comum (Dantas-Torres;
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Brandao-Filho, 2006a; Dantas-Torres et al., 2006c). Infestacbes de R.
sanguineus em humanos foram notificadas nos seguintes municipios do
Brasil: Goiania/GO, Recife/PE, Olinda/PE, Pedreira/SP e Cachoeira do
Sul/RS (Guglielmone et al., 2006).

R. sanguineus € uma espécie trifasica, ou seja, em cada estagio ativo
de desenvolvimento (larva, ninfa e adulto) se alimenta apenas uma vez e a
muda (ecdise) ocorre no ambiente em que vive e mantém relacdo com seu
hospedeiro (Barros-Battesti, 2006; Dantas-Torres, 2008a). No processo de
alimentagcdo primeiramente o0s carrapatos caminham sobre a pele do
hospedeiro, tocando-a com a extremidade dos palpos maxilares, onde
localizam-se estruturas sensoriais. Assim que € encontrado o ponto
adequado, prendem-se firmemente e forcam o hipostdmio, que possui
fileiras de dentes quitinosos dirigidos para tras contra a pele do hospedeiro,
penetrando-a lentamente e funcionando como um 6rgao de fixacdo ao
animal durante todo o repasto sanguineo. As queliceras também penetram
na pele e com movimentos cortantes dilaceram-na (Rey, 1973).

As fémeas adultas podem se alimentar por periodos de 5 a 21 dias
(Koshy et al., 1983; Pegram et al., 1987; Petrova-Piontkovskaya, 1947) e o
ingurgitamento pode modificar a compreensao de alguns caracteres. Em R.
sanguineus, os espinhos da coxa I, que normalmente alcangam a coxa Il nas
fémeas ndo ingurgitadas podem nado fazé-lo nos espécimes ingurgitados.
Isto porque a cuticula entre as coxas | e Il se expande durante o
ingurgitamento, separando-as. Quando ingurgitadas, podem pesar até
250mg, se desprendem do hospedeiro para realizar a digestdo sanguinea,
maturacdo e postura (16-18 dias) dos ovos, esta que € precedida por um
periodo de pré-postura que pode variar de 3 a 14 dias (Barros-Battesti, 2006;
Jittapalapong et al., 2000; Koch, 1982a; Pegram et al., 1987; Sweatman,
1967). O periodo de incubacdo dos ovos varia de 17-27 dias (Barros-
Battesti, 2006). As fémeas chegam a ovipor cerca de 4.000 ovos, mas, estes
nameros podem alcancar 7.273 ovos. ApdOs a postura dos ovos, a fémea

morre (Jittapalapong et al., 2000; Koch, 1982a; Pegram et al., 1987).
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Apés a eclosdo dos ovos surgem as larvas, que sao extremamente
pequenas, medindo 0,54mm de comprimento e 0,39mm de largura, possuem
apenas trés pares de pernas e, quando nao alimentadas podem sobreviver
por até 8 meses (Goddard, 1987). Sob condi¢cbes favoraveis, as larvas e
ninfas alimentam-se por 3 a 5 dias e por 5 a 7 dias, respectivamente.
Quando néo estao parasitando o hospedeiro, as larvas alimentadas mudam
para ninfas em 8 a 11 dias, estas por sua vez sofrem ecdise entre 11 e 23
dias tornando-se adultos. As ninfas possuem quatro pares de pernas e se
assemelham aos adultos, exceto por serem menores e nao possuir abertura
genital, medindo de 1,14mm a 1,3mm de comprimento e 0,57mm a 0,66mm
de largura, podendo pesar 0,29mg apds periodo de quatro dias de
alimentacdo (Sartor, 1994). Geralmente, o tempo estimado para que as
ninfas se tornem adultas é de até 47 dias (Pegram et al., 1987; Petrova-
Piontkovskaya, 1947). O numero de geracbes anuais de R. sanguineus é
incerto, pois, em periodos frios pode haver prolongamento nos tempos
requeridos para muda, oviposi¢ao e incubacéo (Barros-Battesti, 2006).

Em relagdo ao tamanho, machos e fémeas s&o semelhantes, sendo
que as fémeas medem de 2,4 a 2,7mm de comprimento; de 1,44 a 1,68mm
de largura; e os machos medem em média de 2,28 a 3,18mm de
comprimento; de 1,11 a 1,1,68mm de largura. Ambos tém formas alongadas
e cor marrom-avermelhados com pequenas pontuacdes espalhadas ao
longo do escudo dorsal, exceto quando as fémeas estéo ingurgitadas (Figura
1b), quando aumentam a por¢do do corpo tornando-se mais largas, de cor
esverdeada e podendo atingir o peso de 115mg apos sete dias de repasto

sanguineo (Cooley, 1946; Dantas-Torres, 2008a; Sartor, 1994).
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Figura 1. Rhipicephalus sanguineus. a. macho com vista ventral, detalhe das placas
adanais (pada) e apéndice caudal (ac); b. fémea ingurgitada.

As condicbes climaticas e a latitude sdo os principais fatores
reguladores do ciclo biolégico dos carrapatos. A temperatura exerce um
papel dominante, regulando a duracdo de cada fase de desenvolvimento
passada fora do hospedeiro (oviposi¢ao e incubacéo dos ovos), incluindo os
periodos de ingurgitamento e ecdise. Aparentemente existe uma forte
relacdo entre a temperatura e o tamanho da populacdo de R. sanguineus,
tendo em vista que estes ixodideos sdo mais abundantes em numero de
espécies em locais mais Umidos, sendo que algumas espécies podem
sobreviver em jejum por pouco mais de 1 ano (Barros-Battesti, 2006;
Dantas-Torres et al., 2012; Mumcuoglu et al., 1993).

Atualmente, diante de mudancas no estilo de vida, o cdo tem um
contato cada vez maior com o homem, expondo-o aos agentes comuns
entre as duas espécies. Vale ressaltar que o R. sanguineus € o vetor de
Rickettsia conorii para humanos na Europa, agente da febre botonosa e
também vetor da Rickettsia rickettsii, agente da febre maculosa no Brasil
(Louly et al., 2006). R. sanguineus desenvolve-se bem com altas densidades
e tem alta prevaléncia em algumas cidades do Brasil, podendo causar
aumento da incidéncia de outras enfermidades tais como a babesiose e a

febre maculosa que sao zoonoses emergentes (Fernandes, 2000). Estudos

31



afirmam que pessoas que vivem em ambientes com caes muito parasitados
por R. sanguineus podem ser incluidas no grupo de risco para o parasitismo
pelo ixodideo (Dantas-Torres et al., 2006b,c).

Com o aquecimento global, estudos sugerem sua influéncia no
comportamento dos carrapatos, favorecendo o aumento de parasitismo em
hospedeiros vertebrados, e principalmente, a ocorréncia de casos de
parasitismo humano e, consequentemente, a transmissao de patdégenos
(Parola et al., 2008). No Brasil, foram descritos casos de carrapatos
parasitando humanos (Ferreira et al., 2008), sendo identificados R.
sanguineus (Dantas-Torres et al., 2005), R. (B.) microplus (Labruna et al.,
2005), além de espécies pertencentes ao género Amblyomma (Ferreira et
al., 2008). Algumas espécies de carrapatos, exceto R. (B.) microplus,
possuem baixa especificidade parasitaria, principalmente nos estagios de
larva e ninfa, o que faz com que parasitem diferentes hospedeiros, como

humanos e animais (Ramos et al., 2010).

1.1.2 Rhipicephalus sanguineus e a transmisséo da LVC

Alguns autores admitem a hipotese da transmissao entre a populacéo
canina por meio da ingestéo de carrapatos infectados e mesmo por meio de
mordeduras, copula, ingestdo de visceras contaminadas, poréem ainda nao
existem evidéncias sobre a importancia epidemioldgica destes mecanismos
de transmissédo para humanos ou na manutencao da enzootia.

Mesmo que o0 processo natural de transmissdo da LVC seja
principalmente pela picada do diptero infectado Lutzomyia longipalpis, outros
mecanismos de transmissdo tém sido investigados, pois esses insetos,
apesar de abundantes nas areas endémicas, sdo encontrados com baixas
taxas de infec¢do (Lainson, 1983; Coutinho & Linardi, 2007).

Os carrapatos, potenciais transmissores de doencas para 0s
vertebrados, sdo largamente distribuidos e abundantes, possuem alta

longevidade, grande sucesso reprodutivo, altas densidades populacionais, e
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ainda, ndo sédo efetivamente controlados pela predacdo, parasitismo ou
mecanismos de imunidade do hospedeiro (Friedhoff, 1990).

O carrapato da espécie R. sanguineus, além de ser um dos principais
problemas parasitarios enfrentados por proprietdrios de canis, vem se
destacando cada vez mais no ambiente domiciliar e peridomiciliar do homem
qgue convive com o principal hospedeiro urbano deste ectoparasito, o céo
doméstico (Paz et al., 2008a, b).

A capacidade vetorial do carrapato R. sanguineus poderia ser
favorecida pelas caracteristicas epidemioldgicas da LVC que permitem a
estreita associacdo dos ectoparasitos com o0s cées infectados (Coutinho,
2003), reafirmando a teoria de Sherlock (1964), a qual indica que a
transmissdo poderia ser feita provavelmente por outros artropodes, na
auséncia de flebotomineos.

A hipétese de transmissao da LVC por carrapatos foi estudada ainda
no inicio do século XX. Na Franca, Blanc e Caminopteros (1930)
demonstraram a capacidade de R. sanguineus em se infectar
experimentalmente e conservar as diferentes formas de vida de Leishmania,
além de transmitir a infeccdo, por meio de inoculagdo dos triturados, no
roedor Citellus citellus. Posteriormente, Wenyon (1932) e Adler & Theodor
(1957), ao revisarem as teorias sobre transmissao das leishmanioses, néo
reforcaram a hipotese de transmissao dos parasitos do género Leishmania
por outros artropodes como carrapatos, percevejos, pulgas e moscas. Mais
recentemente, alguns trabalhos tém sugerido a possibilidade de transmisséo
do agente causador da LVC por R. sanguineus e Ctenocephalides felis felis
(Coutinho et al., 2005; Coutinho e Linardi, 2007; Paz et al., 2010a,b; Dantas-
Torres et al., 2010).

Estudo realizado por Mckenzie (1984) na Universidade do estado de
Oklahoma (EUA) demonstrou que em condi¢bes experimentais carrapatos
R. sanguineus podem ingerir L. infantum alimentando-se normalmente em
um céo infectado, e as formas amastigotas ingeridas durante a alimentacao
podem desenvolver-se para formas promastigotas, e ainda, que podem

sobreviver durante varias semanas no intestino deste ectoparasito. Até o
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momento esta € a Unica evidéncia da possibilidade de transmisséao de L.
infantum por picadas de carrapatos.

Estudo realizado por Coutinho (2003) em que 20 hamsters
apresentaram-se positivos pela infeccdo dos macerados de carrapatos
alimentados em cées naturalmente infectados por Leishmania chagasi e 16
evidenciados pela infeccdo por macerados de pulgas, resultou em
positividade de 56,2% do total (36) de animais positivos. Esses dados
confirmam a presenga de Leishmania em R. sanguineus e C. felis felis e
sugerem sua viabilidade, na forma infectante no momento da inoculagao.
Todos os carrapatos que se alimentaram em céaes positivos (diagnosticados
por varios titulos de RIFI) produziram infec¢cdes apds inoculacdo de seus
macerados em hamsters, exceto aqueles cujo repasto foram realizados em
cdes com titulo de 1:40, resultando em uma variagdo entre 50% e 75% nas
taxas de infeccdo. Além disso, é possivel que a infeccdo produzida nos
hamsters esteja relacionada com o numero de carrapatos macerados e
posteriormente inoculados (macerados contendo entre 10 e 20 carrapatos
produziram 50% de infeccdo nos hamsters; macerados com 21 a 31
carrapatos infectaram 60% dos animais; macerados com mais de 32
carrapatos infectaram 75% dos animais inoculados).

A capacidade vetorial do R. sanguineus na transmissédo da LVC foi
investigada por meio de experimentos controlados em laboratério. Formas
de Leishmania ndo foram encontradas em nenhum dos 433 esfregacos
preparados a partir de col6nias de carrapatos ingurgitados e em nenhum dos
118 esfregacos realizados a partir de colénias em jejum. Os testes de PCR
revelaram que pools de R. sanguineus que se alimentavam de caes
infectados, foram positivos para DNA de Leishmania. Também foram
utilizados meios de cultura NNN LIT, porém, néo foi observado crescimento
de Leishmania em nenhum deles (Paz et al., 2010a)

De acordo com o Ministério da Saude, Brasilia registrou casos de LV
desde 2000. Porém, no Hospital Universitario de Brasilia, foram encontrados
registros da doenca que datam de 1983, onde todos os pacientes eram

provenientes de estados vizinhos, principalmente Bahia, Minas Gerais e
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Goids. O Distrito Federal est4d cercado por municipios com relatos de
transmissao autéctone de LV e todos os pacientes notificados com a doenca
antes de 2005 vieram de municipios fora do Distrito Federal (Carranza-
Tamayo et al., 2010).

De acordo com a literatura, Brasilia tem sido cenario de surtos de LTA
(Porto, 2004; Brasil, 2007), e atualmente apresenta casos autoctones de LV,
o primeiro dos quais foi notificado em julho de 2005 (Carranza-Tamayo et al.,
2010). A avaliacdo soroldégica de céaes que residem em areas com casos
humanos de LV, mostrou a presenca de caes soropositivos infectados por L.
infantum nas regides administrativas do Lago Norte e Sobradinho no Distrito

Federal (Carranza-Tamayo et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Alguns estudos afirmam que carrapatos podem ser vetores
alternativos para a transmissao de L. infantum entre cées. O Distrito Federal
tornou-se recentemente uma regiao endémica para LV tanto humana como
canina com elevada prevaléncia de caes infectados em areas onde a
infeccdo de Lutzomyia longipalpis pelo parasito L. infantum tem sido
raramente detectada, confirmando o padrédo observado em outras regides do
Brasil.

Os estudos realizados em outros estados brasileiros e outros paises
apontam para o potencial de Rhipicephalus sanguineus como vetor de L.
infantum, no entanto, um dos problemas que permanece sem ser resolvido é
o significado da presenca de DNA em carrapatos que se alimentam em
animais infectados, sem que até o momento tenha sido possivel isolar
parasitos viaveis dos carrapatos que se alimentaram naturalmente em caes
naturalmente infectados.

Até o momento, os aspectos relacionados ao possivel papel de R.
sanguineus na transmissao de LV n&o tém sido estudados na populacéao de
cdes no Distrito Federal, principalmente, quanto a presenca do
ectoparasitismo em cdaes infectados por Leishmania spp., que rotineiramente
séo eutanasiados no canil da Diretoria de Vigilancia Ambiental (DIVAL).

Este cenario representa uma oportunidade para investigar as
caracteristicas especificas dos carrapatos que ectoparasitam o0s caes
infectados pelo protozodrio quanto a presenca de parasitos viaveis e a sua
localizagcdo no intestino e glandulas salivares do carrapato, utilizando
métodos moleculares que permitem ainda a identificacdo da espécie de
Leishmania a ser detectada.

Portanto, considerou-se pertinente a realizagdo de um estudo que
permitisse contribuir para aumentar o conhecimento sobre aspectos
relevantes do ectoparasitismo de R. sanguineus na populacdo canina do
Distrito Federal relacionados com o potencial desse carrapato como vetor de
LVC.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o papel de R. sanguineus como possivel vetor de

leishmaniose visceral canina no Distrito Federal.
3.2 Especificos

e Detectar a presenca de Leishmania spp. em carrapatos da espécie R.

sanguineus coletados de cades naturalmente infectados com Leishmania
spp.

e Identificar a espécie de Leishmania encontrada nos carrapatos da

espécie R. sanguineus;

e Identificar a localizacdo do protozoario no intestino e/ou glandulas

salivares dos parasitos.
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4. METODOS

4.1 Populagdo e amostra

A populacédo estudada foi composta por caes que foram objeto de
acompanhamento pela Diretoria de Vigilancia Ambiental no Distrito Federal
(DIVAL) no periodo de 04 de julho a 30 de setembro de 2011.

Segundo dados de técnicos da DIVAL (comunicacdo pessoal)
semanalmente até 20 cdes sdo avaliados pelas equipes dessa diretoria,
dentre os quais, pelo menos cinco caes apresentam sintomatologia
sugestiva de leishmaniose visceral, ou sdo provenientes de area de risco.

A amostra foi constituida por conveniéncia definida pelo periodo
disponivel para realizar a coleta dos ectoparasitos e das amostras dos caes

compreendido entre julho e setembro de 2011.

4.1.1 Critérios de inclusao

e Cao recolhido pela DIVAL por ocasido da realizacdo do inquérito
amostral ou censitario canino como parte da rotina do programa de
controle de LVC no DF;

e Caes entregues voluntariamente pelos seus donos a DIVAL por suspeita
de LVC;

e Caes errantes recolhidos pela DIVAL no DF.
e Caes com resultado positivo em pelo menos um dos trés testes
sorologicos aplicados para o diagnostico da infeccdo por

Leishmania spp.

4.1.2 Critérios de exclusao
e (Caes vacinados contra leishmaniose;
e Caes suspeitos e/ou confirmados com raiva;

e Caes que utilizavam coleira impregnada com inseticidas
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4.2 Local e periodo de estudo

A coleta dos ectoparasitos e das amostras dos cées foi realizada na
Diretoria de Vigilancia Ambiental do Distrito Federal de julho a setembro de
2011.

O trabalho experimental foi executado no Laboratorio de
Leishmanioses do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade de Brasilia
e em parceria com o0 Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de

Vetores da Faculdade de Medicina da mesma instituig&o.

4.3 Método de coleta
Todas as amostras foram coletadas e processadas de acordo com o

fluxograma abaixo:

Cao
|
' l
Sangue Carrapatos
| l I Identificacao
R. sanguineus
ELISA RIFI DPP PCR l
| I ]
kDNA hsp70
GS e Int
I I | foo--o ——
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| E————
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Figura 2. Fluxo de processamento das amostras coletadas para o estudo. As areas
pontilhadas representam o processamento de apenas algumas amostras. GS: glandula
salivar; Int: intestino; Seq.: sequenciamento; @: ninfa.
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As coletas foram autorizadas pela DIVAL (Apéndice 1) e os
ectoparasitos foram coletados pela pesquisadora responsavel com a
colaboracédo de veterinarios que compdem a equipe da DIVAL. Para capturar
0S ectoparasitos, os cdes foram imobilizados com auxilio de um cambéo e
focinheira, e em seguida deitados em uma mesa para que fossem
anestesiados. Em seguida, foi realizado um exame ectoscopico clinico por
toda a extensdo de seus corpos, isto com auxilio de pincas, procurando
explorar os locais preferenciais dos ectoparasitos, como orelhas, espacos
interdigitais, e areas ao redor das orbitas. Os ectoparasitos coletados foram
armazenados em tubos de ensaio devidamente identificados com o numero
de registro do cao, para posterior identificacdo da espécie. Os ectoparasitos
permaneceram a temperatura ambiente por cerca de 2 horas até o

procedimento de identificagédo e dissecacao.

4.4 Coleta de amostra sanguinea dos céaes

Foram coletadas amostras de sangue total de cada cao,
aproximadamente 3mL, por puncdo venosa da veia cefalica, femural ou
jugular, e transferidas para tubos com anticoagulante (Vacuette® K3E
K3sEDTA). De cada cdo foram coletados dois tubos, um para a realizacao do
inquérito soroldgico, feito pela DIVAL, e outro tubo para realizacdo da
extracdo de DNA e do teste imunocromatografico rapido. As amostras foram
centrifugadas a 4.500rpm por 10 minutos, e os plasmas obtidos foram

congelados a -20°C até o processamento do teste.

4.5 Identificacdo dos ectoparasitos

Todos os ectoparasitos coletados foram identificados antes da sua
dissecacdo baseando-se em Aragdo (1936), Aragdo & Fonseca (1961),
Guimaraes et al., (2001) e Barros-Battesti (2006), e separados por sexo
(Anexo 1 e 2).
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4.6 Dissecacéo dos carrapatos
4.6.1 Fixacgao do carrapato

A dissecacao foi realizada conforme protocolo descrito por Edwards e
colaboradores (2009) (Anexo 3) adaptado pela pesquisadora. Os carrapatos
foram dissecados ainda vivos. Cada ectoparasito era colocado em uma
placa de petri, permitindo que caminhasse expondo suas patas. A
imobilizagéo foi feita com uma vela, aquecida previamente e com chama
alta. Uma gota da parafina foi cuidadosamente colocada diretamente no
gnatossoma do artrépode. Nesse momento, as patas se retraiam, mas logo
em seguida, na tentativa de se livrar da parafina, expunham as patas
novamente, sendo cobertas também com a parafina. Apenas o escudo do
carrapato permanecia intacto.

Com o auxilio de dois tipos de laminas de bisturi (n°11 e n°12), foi
realizada uma insercao por toda a margem do corpo, permitindo separar a
parte dorsal da parte ventral. Todos os procedimentos foram realizados
sobre placa de petri estéril, e quando necessario, adicionado uma gota de
solucéo salina a 0,9% e 5-fluorocitosina (100mg/mL), para que o material
nao sofresse ressecamento pelo calor da lampada do microscépio

estereoscoépico e ndo fosse contaminado com fungos.

4.6.2 Isolamento do intestino e glandulas salivares

AplOs a exposicdo do conteudo interno dos ectoparasitos, primeiro
foram retiradas as glandulas salivares cuidadosamente, com auxilio de
pincas metalicas histoldégicas com pontas finas. Esse processo foi realizado
antes da retirada do intestino para evitar possivel contaminacdo. As
glandulas foram colocadas em um eppendorf contendo 0,2mL de solucéo
salina a 0,9% e 5-fluorocitosina (100ug/mL) e armazenadas a -20°C para
posterior extracao do DNA.

Em seguida, o intestino foi retirado e armazenado em outro tubo

eppendorf de 2mL como descrito nas glandulas salivares.
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4.7 Preparo das culturas

Os meios de cultura utilizados neste estudo foram preparados de
acordo com a metodologia descrita por Romero e colaboradores em 1999.
Foi utilizado &gar sangue base n° 2 (DIFCO cod. 0696-17), sangue de
coelho desfibrinado a 15%, o qual foi adicionado ap6s a fusdo do &gar a
50°C. Também foram adicionados ao meio, gentamicina (100 pg/mL) e 5-
fluorocitosina (100 pg/mL) e a mistura foi distribuida em tubos de vidro de 10
ml (Vacutainer®). Os tubos foram fechados com tampas de borracha e
armazenados a 8°C.

Apos o isolamento das glandulas salivares e do intestino de cada
carrapato, o restante do conteudo extravasado, foi transferido para um
eppendorf contendo 0,2mL de salina a 0,9% e 5-fluorocitosina (100pg/mL) e
mantido sob refrigeragdo a 8°C por aproximadamente 30 minutos a uma
hora. Em seguida, com auxilio de uma seringa de 1mL e agulha de calibre
22 (0,70x25), apos prévia desinfeccao das tampas dos tubos com alcool a
70%, o material foi inoculado nos meios de cultura. Estes foram avaliados a

cada 2 dias, até o 30° dia.

4.8 Preparo dos esfregagos

Depois da retirada do material para isolamento das glandulas,
intestino e material para meio de cultura, o artrépode aparentemente ficou
sem conteudo interno, restando apenas resquicios do extravasamento do
material retirado, que foram umedecidos com a solucdo de salina a 0,9% e
5-fluorocitosina (100ug/mL), quando necessario.

Cautelosamente o exoesqueleto e restos teciduais do carrapato foram
utilizados para fazer imprints em Iaminas de microscopia. O “esfregaco” foi
fixado com alcool metilico e, ap6s secagem, corado com Giemsa, para
posterior exame ao microscopio optico em objetiva de imersdo com aumento
de 1000x.

42



4.9 Morfometria dos tripanossomatideos

Tendo em vista os resultados de Madeira e colaboradores (2009), foi
realizada analise morfométrica dos tripanossomatideos encontrados no
esfregagco produzido com o conteudo interno dos carrapatos.
Aproximadamente 100 tripanossomatideos foram examinados por
microscopia de luz em 1000x usando uma ocular micrométrica. Os seguintes
parametros foram escolhidos para a morfometria: (i) de comprimento total
dos epimastigotas, incluindo o flagelo (CT), (ii) largura ao nivel do nucleo dos
epimastigotas (L), (i) comprimento dos eixos perpendiculares dos
esferomastigotas (L-1 e L-2) e (iv) comprimento do eixo longitudinal do
cinetoplasto (C). Essas medidas foram comparadas com as descritas para
outras espécies de tripanossomatideos (T. cruzi, T. rangeli e T. caninum) por

Madeira e colaboradores (2009).

4.10 Extracdo do DNA das amostras sanguineas

As amostras de sangue (sem plasma) dos caes foram mantidas
congeladas a -20°C até o processamento. O protocolo empregado para as
extracOes foi o utilizado rotineiramente pelo Laboratorio de Leishmanioses
do Nucleo de Medicina Tropical da UnB, utilizando o kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega, Madison, WI, Estados Unidos da América)

Para cada amostra foi preparado um tubo eppendorf (1,5mL) com
900uL de solucdo de lise celular. Com a amostra descongelada e
homogeneizada, foram adicionados 300uL desta no tubo com a solucéo de
lise celular. O material foi ressuspendido com a pipeta. O tubo foi misturado
por inversdo e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi centrifugado a 13.000rpm por 30 segundos, o
sobrenadante foi desprezado, restando apenas um pellet de mais ou menos
20uL do liquido. Adicionou-se 300uL de solucao de lise celular ao pellet,
ressuspendo-o com a pipeta. Novamente o material foi misturado por
inversao, incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugado

por 13.000rpm por 30 segundos. Mais uma vez 0 sobrenadante foi
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desprezado, restando um pellet de aproximadamente 30uL do liquido.
Adicionou-se 300uL de solucao de lise nuclear ao pellet, ressuspendendo-o
varias vezes com a pipeta. O material foi misturado no voértex por 30
segundos e incubado a 37°C por 15 minutos, até a lise das hemécias e
outras células se completar. Em seguida, foram adicionados 1,5uL de
RNAse A e o material incubado novamente por 15 minutos a 37°C.

Apés a incubacédo, foram adicionados 100uL de solucdo de
precipitacdo de proteinas, o material foi misturado no vortex por 30
segundos e em seguida centrifugado a 13.000rpm por 3 minutos. Nesta fase
€ possivel verificar a presenca de um pellet grosso avermelhado, contendo
as proteinas lisadas.

Um tubo eppendorf (1,5mL) foi preparado para cada amostra,
contendo 300uL de isopropanol 100%. Foram retirados 400uL do
sobrenadante que estavam no tubo com o pellet avermelhado, e transferidos
para o tubo contendo isopropanol. O tubo com o pellet foi descartado. Cada
amostra foi misturada por inversdo aproximadamente 50 vezes para que
fosse possivel a visualizacdo de fios brancos de DNA. O material foi
centrifugado a 13.000rpm por 1 minuto, 0 sobrenadante desprezado, e o
tubo invertido em papel de filtro. O pellet que restou no tubo foi lavado com
300uL de etanol a 70%. Novamente o material foi centrifugado por 1 minuto,
o etanol foi descartado com a pipeta, restando apenas um precipitado
branco. O tubo foi invertido sobre papel de filtro por 15 minutos para
secagem do pellet.

Foram adicionados em cada tubo, 100uL de solucéo de hidratacdo de
DNA, agitando o tubo levemente para desprender o pellet do fundo. As
amostras foram aquecidas em um termobloco a 65°C por uma hora para que

finalmente fossem submetidas ao processo de amplificacao.
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4.11 Extracdo do DNA das glandulas salivares e intestinos dos
carrapatos

As amostras dos pools de intestinos e glandulas salivares foram
mantidas congeladas a -20°C até o processamento. O protocolo empregado
para as extracOes foi padronizado pelo Laboratério de Leishmanioses do
Nucleo de Medicina Tropical da UnB, utilizando o kit illustra tissue & cells
genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare, New York, Estados Unidos da
América).

As extracbes dos intestinos foram feitos em uma etapa e das
glandulas salivares em outro momento, cada extracdo utilizou apenas um
tipo de material.

As amostras foram transferidas (300uL) para tubos eppendorf de 2mL
com tampa, lavados com 1 mL de PBS estéril, centrifugadas a 14.500rpm
por 2 minutos e o sobrenadante descartado. O material foi triturado com
50uL de PBS estéril e centrifugado a 4.700rpm por 10 segundos. Esta etapa
foi necesséria para homogeneizacédo do material.

Foram adicionados 50uL da solucdo de n°l e 10uL de proteinase K
no material. As amostras foram misturadas no vértex por 15 segundos e
incubadas a 56°C por uma hora. Apés o periodo de incubacao, os tubos com
as amostras foram agitados manualmente e centrifugados a 4.700rpm por 10
segundos para obtencédo de um pellet. Foram adicionados 5uL de RNAse A
de 20mg/mL nas amostras, em seguida os tubos foram invertidos
aproximadamente 25 vezes para homogeneizar o material, que foi incubado
por 15 minutos a temperatura ambiente.

Apbs o periodo de incubacédo, foram adicionados 500uL da solucao
de lise n°2, o material misturado no vortex por 15 segundos e incubado a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apos este periodo, as amostras foram
transferidas para a coluna ja encaixada no tubo sem tampa, centrifugadas
por 10.900 rpm por 1 minuto, e o liquido filtrado que migrou para o tubo foi

descartado.
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Foram adicionados 500uL da solucao de lise n°2 a coluna, o material
centrifugado a 11.000rpm por 1 minuto e o liquido filtrado no tubo foi
descartado. Em seguida, foram adicionados 500uL de tampéao de lavagem a
coluna, o material centrifugado a 10.900rpm por 3 minutos, e o tubo com o
liquido filtrado foi descartado.

A coluna com as amostras foi transferida para um novo tubo
eppendorf de 2mL com tampa. Foram adicionados a coluna 200uL de
solucéo de eluicdo aquecida a 70°C e os tubos incubados por 1 minuto a
temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a 10.900rpm
por 1 minuto para coletar o DNA no tubo com tampa. O material filtrado foi

armazenado entre 4°C e 6°C até o momento da amplificacao.

4.12 Extracdo do DNA dos parasitos isolados em meios de cultura

Os meios de cultura que apresentaram crescimento de formas
flageladas foram submetidos a extracdo de DNA para tentar identificar a
espécie do parasito.

Para realizagdo da extracdo do DNA das culturas foi necessério
centrifuga-las a 5.000rpm por dois minutos. Apos a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado, e adicionado ao tubo 800uL de solucédo de lise
celular.

O material foi incubado por 15 minutos a 100°C. ApoOs o periodo de
incubacéo, foram retirados 700uL do sobrenadante e transferidos para um
novo tudo de 1,5mL. Ao novo tubo, foram adicionados 700uL de uma
mistura de 350pL de fenol + 350uL de cloroférmio-alcool isoamilico. O
material foi homogeneizado por 5 minutos e centrifugado por 13.000rpm por
10 minutos.

ApoOs a centrifugacao, a fase superior foi transferida novamente para
um novo tubo, adicionado a mistura de fenol e cloroférmio, homogeneizado e
centrifugado. Mais uma vez, a fase superior foi transferida para um novo
tubo e, adicionados 700uL de cloroférmio para a precipitagdo de proteinas.
O material foi homogeneizado até formar uma emulséo, centrifugado por 10

minutos a 13.000rpm, e o sobrenadante transferido para um novo tubo.
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Foram adicionados ao novo tubo 700pL de isopropanol + 70uL de
acetato de sodio 3M, e centrifugado por 30 segundos a 13.000rpm. O
sobrenadante foi descartado e em seguida adicionados 500uL de alcool
etilico 70%. Novamente o material foi centrifugado por 30 segundos a
13.000rpm, o sobrenadante descartado, e o DNA ressuspendido em 50puL de
Tris-EDTA (TE). O DNA foi hidratado por uma hora a 65°C para que pudesse

ser amplificado.

4.13 Reacao de polimerizagcdo em cadeia (PCR)

Os controles positivos utilizados nas reactes da PCR foram obtidos a
partir do isolamento do DNA de culturas em crescimento exponencial de L.
(L.) chagasi (MCER/BR/79/M6445), L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e
L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2904).

4.13.1 Amplificacdo de regiao conservada de kDNA de
Leishmania spp.

Os iniciadores (primers) utilizados foram desenhados para amplificar
120 pares de bases da regido conservada do kDNA, de Leishmania spp. As
sequéncias especificas dos iniciadores foram BW-B: 5 CCG CCC CTATTT
TAC ACC AAC CCC 3’; FW: 5 GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3’; BW-
CA: 5 GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CcCC 3 (Carranza-Tamayo,
2010).

O procedimento de amplificacdo dos 120pb da regido conservada do
KDNA de Leishmania spp. foi realizado com um volume final de 10uL com a

seguinte mistura padrao:
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Tabela 1. Relacdo dos reagentes e suas respectivas concentracdes na mistura utilizada no
processo de amplificacdo do alvo de 120pb de kDNA de Leishmania spp.

Reagente Concentragdao Volume por
reacao

Buffer 5X lpL

dNTPs 2mM 1pL

MgCl, 25mM lpL

Primer F 1,2uM luL

Primer BW-B/BW-CA 0,6uM luL
TaqDNA polimerase 5u/pL 0,1pL

H.O - 3,9uL

DNA - 1L

Esta amplificacdo foi realizada em um termociclador Perkin Elmer
GeneAmp PCR System 2400 (The Perkin Elmer Corporation, Norwalk, CT,
USA) com as etapas descritas na Tabela 2:

Tabela 2. Etapas do processo de amplificacdo de 120pb da regido conservada do KDNA de
Leishmania spp.

Etapa Temperatura Duracéo
Etapa 1 - desnaturagéo 95°C 5 minutos
Etapa 2 - 39 ciclos 95°C 30 segundos
(desnaturacéo, anelamento e extensao) 66°C

72°C
Etapa 3 — extenséo final 72°C 5 minutos
Etapa 4 4°C o0

4.13.2 Amplificacéo de fragmento do gene de hsp70
Outros iniciadores também foram utilizados e digeridos para amplificar

alvos de 243pb de hsp70 de Leishmania spp. As sequéncias dos iniciadores
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foram FW 5" GGA CGA GAT CGA GCG CAT GGT 3'; BW 5 TCC TTC GAC
GCCTCCTGGTTG 3.

A amplificacdo dos alvos de 234pb de hsp70 foi realizada com
um volume final de 25uL (glandulas salivares, intestinos, sangues

caninos e culturas) e a mistura padrao foi:

Tabela 3. Relacdo dos reagentes e suas respectivas concentracdes na mistura utilizada no
processo de amplificacdo do alvo de 234 pb do gene de hsp70 de Leishmania spp.

Reagente Concentracdo Volume por

reacao
Buffer 5X 5,0 uL
dNTPs 2,5mM 2,0 uL
MgCl, 25mM 1,5uL
Primer FW 20pM 0,25 puL
Primer BW 20pM 0,25 pL
TagDNA polimerase 5u/uL 0,15 uL
H,O _ 14,85 uL
DNA L 1L

Esta amplificacdo foi realizada em um termociclador TC-Plus

(Techne, Inglaterra, UK) com a seguinte programacao:

Tabela 4. Etapas do processo de amplificacdo dos 234pb do gene hsp70 de Leishmania
spp.

Etapa Temperatura Duracao
Etapa 1 - desnaturacao 94°C 5 minutos
Etapa 2 - 30 ciclos 94°C 30 segundos
(desnaturacao, anelamento e extensao) 63°C 1minuto

72°C 1minuto
Etapa 3 - extenséo final 72°C 10 minutos
Etapa 4 4°C o0
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4.13.3 Amplificacdo da regido conservada de kDNA de
Trypanosoma cruzi

Os iniciadores utilizados foram desenhados para amplificar 330 pares
de bases da regido conservada e variavel do kDNA de Trypanosoma cruzi.
As sequéncias especificas dos iniciadores foram S35: ATA ATG TAC GGG
(T/G)GA GAT GC; S36: GGT TCG ATT GGG GTT GGT G.

O procedimento de amplificacdo dos 330pb da regido conservada do
kKDNA de Trypanosoma cruzi foi realizado com um volume final de 25uL para

14 amostras com a seguinte mistura padrao:

Tabela 5. Relacdo dos reagentes e suas respectivas quantidades necessérias para o
master mix utilizado no processo de amplificacdo do alvo de 330 pb de kDNA de
Trypanosoma cruzi.

Reagente Concentracdo Volume
Buffer 5X 2,5 UL
dNTPs 2mM 2,5 uL
MgCl, 25mM 1,5uL
Primer S35 10uM 1,25 uL
Primer S36 10puM 1,25 uL
TagDNA polimerase 5u/pL 0,3 pL
H,O - 12,45 pL
DNA - 3 uL

Esta amplificagcdo foi realizada em um termociclador TC-Plus

(Techne, Inglaterra, UK) com a seguinte programacao:

Tabela 6. Programacéo utilizada no processo de amplificacdo do alvo de 330pb de kDNA
de T. cruzi.

Etapa Temperatura Duracgao
Etapa 1 - desnaturagéo 95°C 5 minutos
Etapa 2 - 35 ciclos 95°C 30 segundos
(desnaturacao, anelamento e extensao) 63°C

72°C
Etapa 3 - extenséo final 72°C 5 minutos
Etapa 4 4°C o0
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Todos os produtos amplificados foram armazenados a 4°C até a

corrida eletroforética.

4.13.4 Purificacdo dos produtos da PCR

O protocolo empregado para as extracdes foi o descrito pelo kit
lllustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, New
York, Estados Unidos da América).

O volume total das amostras amplificadas foi transferido para tubos
eppendorf de 2mL com tampa, e em seguida adicionados de 500uL do
tampéo 3 em cada tubo. O material foi misturado por inversao.

As amostras foram transferidas para a coluna ja encaixada no tubo
sem tampa, e centrifugadas por 16.000g durante 30 segundos. O liquido
obtido no tubo de coleta foi descartado e a coluna colocada novamente
dentro do tubo.

Foram adicionados 500uL de tamp&o de lavagem tipo 1 na coluna, e
o material centrifugado por 16.000g durante 30 segundos. Apés a
centrifugagdo, o tubo de coleta foi descartado e a coluna (seca) transferida
para um novo tubo de coleta de 1,5mL.

Foram adicionados 50uL de tampdo de eluicdo tipo 6 a coluna
(encaixada no tubo). O material permaneceu incubado por 1 minuto em
temperatura ambiente. Em seguida a amostra foi centrifugada por 16.000g

por 1 minuto para coletar o DNA purificado.

4.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos da PCR foram examinados por meio da eletroforese em
gel de poliacrilamida a 7,5%, 150 volts, 75Amp, por 90 minutos. Em seguida,
o gel foi fixado com 100mL de solucao fixadora (5mL acido acético glacial e
agua bidestilada g.s.p. 2000mL) a 10% por 5 minutos, corado com 100mL de
solugdo de prata a 0,2% por 5 minutos, lavado com agua bidestilada

delicadamente, e por ultimo, foram acrescidos 100mL de solugdo de
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hidréxido de sédio a 3% com 800uL de formaldeido PA por 15 minutos para
finalizacdo da revelacéo.

O marcador de peso molecular utilizado em todos os géis foi o0 DNA
Molecular Weight Marker V (Roche Applied Science — Alemanha), capaz de

identificar fragmentos entre 8 e 587pb.

4.15 Digestao enzimatica com endonucleases

A PCR-RFLP foi realizada de acordo com protocolos usualmente
utilizados no laboratério de leishmanioses/NMT e com produtos de PCR
sabidamente positivos.

A PCR-RFLP que utilizou a enzima Haelll foi realizada da seguinte
maneira: os tubos foram previamente identificados e incubados em banho
Maria a 37° (maximo de variacdo de 2°C). Foram adicionados 5uL de
amostra em seus respectivos tubos, e em seguida, adicionado 5uL de mix
(10 unidades da enzima Haelll, 10uL de tampédo 10X e 39 uL de agua
ultrapura, suficientes para 10 amostras). As amostras permaneceram
incubadas por 1hora e em seguida submetidas a corrida eletroforética.

A PCR-RFLP que utilizou a enzima BstUI foi realizada da seguinte
maneira: os tubos foram previamente identificados e incubados em banho
Maria a 60° (maximo de variacdo de 2°C). Foram adicionados 10uL de
amostra em seus respectivos tubos, e em seguida, adicionado 10uL de mix
(0,3 unidades da enzima BstUI, 10uL de tampdo 1X e 77 pL de &gua
ultrapura, suficientes para 10 amostras). Estas amostras também
permaneceram incubadas por lhora e em seguida submetidas a corrida

eletroforética.

4.16 RIFI (Reagcdo de Imunofluorescéncia Indireta) e ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Os tubos com as amostras sanguineas coletadas dos cées, destinados
aos testes de ELISA (kit EIE-LVC BioManguinhos/FIOCRUZ) e RIFI (kit IFI-

LVC Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), foram armazenados e processados pela
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DIVAL, utilizando protocolos padronizados por sua equipe técnica. Apenas
as amostras com resultados reagentes no teste ELISA foram submetidas a
RIFI para confirmacéo da positividade. Os resultados destes testes foram
registrados nos livros especificos para registro de resultados do laboratério
da DIVAL (Brasil, 2011).

4.17 Teste imunocromatografico rapido de duplo percurso — TR
DPP (Dual Path Platform)

O Kit utilizado foi o TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina Bio-
Manguinhos, Brasil.

O ensaio emprega uma combinagcdo de proteina A conjugada com
particulas de ouro coloidal e antigenos recombinantes para Leishmania K28
(fragmentos K26, K39 e K9). Séo ligados a fase solida de uma membrana de
nitrocelulose para detectar anticorpos especificos para Leishmania em
sangue total, soro ou plasma (Schubach, 2011).

As amostras de plasma armazenadas a -20°C foram deixadas a
temperatura ambiente até que se descongelassem por completo.
Encostando a alca coletora diretamente na amostra, foi possivel coletar 5uL
e transferir para o0 poco #1 (amostrattampédo) do suporte de teste. Em
seguida, foram adicionadas duas gotas de tampao no mesmo poco. Apos 5
minutos, quando a linha azul (teste) e verde (controle) da janela havia
desaparecido, foram adicionadas quatro gotas de tampdo no poco #2
(tampéo). O teste correu por 10 minutos a temperatura ambiente.

O suporte foi colocado sobre uma superficie plana e em local
iluminado, e dois observadores independentes avaliaram o resultado,
posicionando-se a uma distancia de 30cm a 50cm entre o suporte de teste e
seus olhos no momento da leitura. Foi prevista a avaliagdo por um terceiro
observador para dirimir o resultado. A interpretacdo do resultado seguiu

rigorosamente as recomendacdes do fabricante.
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4.18 Sequenciamento do DNA

As reacOes de sequenciamento foram realizadas pela empresa
Genomic Engenharia Molecular utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit da Applied Biosystems. Os produtos de sequenciamento
foram submetidos a eletroforese em um sequenciador modelo 3130xl da
Applied Biosystems. Normalmente, as reacdes de sequenciamento
realizadas por esta empresa alcancam 650 bases, com uma fidelidade de
andlise de 99%. As sequéncias obtidas foram editadas usando o programa
DNAMAN (Lynnon Corporation, Canada). Posteriormente, as sequéncias
foram comparadas com sequéncias de espécies de Leishmania depositadas
no GenBank usando o algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool) do Centro Nacional para Informacdo Biotecnoldgica dos Estados
Unidos da América (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

4.19 Anadlise por isoenzimas (MLEE - Multi-Locus Enzyme
Electrophoresis)

A cultura de Leishmania foi mantida em meio semi-solido e
depositada para andlise por isoenzimas no Laboratério de Referéncia
Nacional para Tipagem de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ
conforme descrito por Cupolillo et al. (1994). Foram aferidas as enzimas
G6PDH, 6PGDH e IDH-NADP.

4.20 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Faculdade de Medicina da UnB e seguiu com rigor 0s principios éticos na
experimentagcdo animal (Anexo 4) . Foram levados em consideragdo os
Aspectos Eticos da Experimentacdo Animal e Declaracdo Universal dos
Direitos dos Animais (UNESCO) e a Lei Arouca (Lei Federal n°
11.794/2008).

Segundo normas do Ministério da Saude, todos os cées positivos para

leishmaniose devem ser eutanasiados. A solucdo utilizada pela equipe de
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veterinarios da DIVAL para eutanasia continha drogas que minimizaram o
estresse dos cées soropositivos e foi composta por 32mg de Etomidato,
3mg de Cloridrato de Midazolam e 50mg de Quetamina (Cloridrato de
cetamina). A coleta dos carrapatos néo produziu dor para os cées.

Apés a eutandsia, os caes foram levados para o incinerador do
Servico de Limpeza Urbana do Distrito Federal (SLU).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da amostra de caes

Foram incluidos no presente estudo 48 cées, dos quais, 23 (48%)
eram machos e 25 (52%) fémeas. Do total de cées, 14 (29,2%) possuiam
idade desconhecida, 6 (12,5%) tinham entre 5 meses e 1 ano, 19 (39,6%)
tinham entre 1 e 7 anos e 9 (18,7%) tinham entre 8 e 14 anos.

Dos 48 cées, 30 (62,5%) foram descritos como sendo sem raca
definida (SRD), 3 (6,2%) cédes eram da raca Pit Bull, 2 (4,2%) eram
Rottweiller, 2 (4,2%) Pastor Alemao, 2 (4,2%) Pastor Belga branco, 2 (4,2%)
Boxer, e 7 (14,6%) caes eram de outras racas.

Em relacdo ao tipo de pelagem, 28 (58,3%) cdes tinham pelagem
curta, 18 (37,5%) pelagem média e 2 (4,2%) caes pelagem longa. No quesito
porte, 11 (23%) caes eram pequenos, 21 (44%) tinham tamanho médio e 16
(33%) eram grandes. A cor preta foi encontrada em 12 (25%) céaes, a
marrom em 10 (21%) caes, e as cores cinza, bege, branca, amarela e
preta/marrom foram descritas em 4 (8,3%) caes cada uma, restando 6
(12,5%) caes com outras cores.

A maior parte dos cées foi proveniente da regido administrativa de
Sobradinho 1, 21 (43,7%) cédes. Os demais eram provenientes das regides:
Lago Norte 9 (18,7%), Lago Sul 5 (10,4%), Sobradinho Il 4 (8,4%), Varjao 4
(8,4%), Fercal 3 (6,2%) e Itapoa 2 (4,2%).

Dos 48 caes, 12 (25%) apresentaram algum tipo de sinal clinico
sugestivo de leishmaniose, incluindo emagrecimento extremo, secrecéo
ocular, onicogrifose (Figura 3A) e Ulceras cutaneas (Figura 3B); 36 (75%)

cdes eram assintomaticos, porém, todos provenientes de area de risco.
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Figura 3. Cées com sinais clinicos sugestivos de leishmaniose; onicogrifose (A) e Ulceras
cutaneas (B).

5.2 Ectoparasitismo

Dos 48 caes, 27 (56,25%) estavam ectoparasitados, sendo 13
(48,15%) machos e 14 (51,85%) fémeas. Dos 21 (43,75%) cdes que nao
estavam ectoparasitados, 10 (47,6%) eram machos e 11 (52,4%) eram

fémeas.
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Nos cées ectoparasitados foram encontrados 130 carrapatos, todos
identificados como R. sanguineus, sendo 61 (47%) machos, 62 (47,7%)

fémeas e 7 (5,3%) ninfas. Das 62 fémeas, 37 (59,6%) estavam ingurgitadas.

5.3 Avaliacao soroldgica dos cées

Os 48 caes foram submetidos ao teste de ELISA, e 32 (66,6%)
apresentaram resultados positivos para leishmaniose. Estas amostras foram
submetidas a RIFI, resultando em 26/32 (81,2%) cdes com resultados
positivos. No DPP, 27/48 (56,2%) caes apresentaram positividade. Dos 48
caes, 34 (70,8%) apresentaram pelo menos um dos trés testes com

resultado reagente ou positivo (Apéndice 2).

5.4 Deteccéo de DNA pela PCR em sangue canino
A amplificacdo do alvo de 120 pb da regido conservada de KDNA foi

positiva em 26 (54,2%) cées (Apéndice 2).

5.5 Resultados da pesquisa direta de flagelados no conteddo dos
carrapatos

Das 130 laminas confeccionadas, foram encontradas formas
flageladas sugestivas de tripanossomatideos néo identificados (Figura 4) em
apenas 1 lamina obtida de um carrapato macho que foi retirado de um céo
gue apresentou teste de ELISA reagente, RIFI com titulacdo igual a 1/80,
DPP positivo, PCR kDNA positivo, PCR kDNA do pool de glandulas salivares

e intestinos também positivos, assim como isolamento em cultura positivo.
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Figura 4. . Formas flageladas de tripanossomatideos em esfregaco do material obtido durante a
dissecacdo de um exemplar macho de Rhipicephalus sanguineus. A. detalhe da forma epimastigota
(a) e esferomastigota (b). B. formas epimastigotas, as setas continuas indicam flagelados com dois
cinetoplastos e a seta tracejada um flagelado com dois ndcleos, evidenciando processos de
reprodugdo assexuada por biparticdo. Aumento 1000X.
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A analise da morfometria comparativa entre as formas destes
tripanossomatideos com formas epimastigotas e esferomastigotas de
Trypanosoma caninum, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli mostrou
que o tripanossomatideo em questdo € menor que T. caninum € maior que
T. cruzi. Apesar de comprimento total dos epimastigotas ser mais similar aos
de T. rangeli, a largura é maior. Além disso, os esferomastigotas do
tripanossomatideo apresentaram maior largura que os de T. rangeli (Tabela
7).

Tabela 7. Resultados da morfometria comparativa entre os estagios de desenvolvimento
das formas do tripanossomatideo encontrado em um carrapato macho coletado em cao
proveniente de area endémica de leishmaniose visceral no Distrito Federal, Brasil, 2011.

Espécies Epimastigotas Esferomastigotas
CT L C L-1 L-2

Trypanosomatidae sp. 26.0+5.3 4.0+0.7 1.040 10.2£1.5 9.3x1.1
Trypanosoma caninum 43.0¢6.9 2.2+05 1.3x0.4 5.9+1.3 4.9+0.9
Trypanosoma cruzi 19.0£2.4 1.0+0.2 1.8+0.3 ND ND

Trypanosoma rangeli 29.4+6.3 1.3+0.2 1.1+0.2 4.8+1.0 3.9+0.5

CT: comprimento total; L: largura ao nivel do nucleo; C: eixo longitudinal do cinetoplasto; L-1
e L-2: largura dos eixos perpendiculares; ND: ndo determinado. As medidas de T. caninum,
T. cruzi e T. rangeli foram obtidas em Madeira et al. (2009).

5.6 Isolamento em cultura

Foram realizadas 44 inoculacdes em meios de cultura, tendo em
vista que os carrapatos de cada cdo foram separados em pools (até 10
carrapatos) de machos, fémeas e ninfas. Do total, 11,4% (5/44) das culturas
apresentaram fungos e foram descartadas.

Cinco tubos com meio de cultura inoculados com material de pools
de carrapatos coletados de quatro cdes apresentaram crescimento de
formas flageladas compativeis com tripanossomatideos, sendo dois pools de

carrapatos machos e trés pools de carrapatos fémeas (Figura 5).
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Cao 1 Cao 2 Cao 3 Cao 4

Figura 5. Resultados das inoculagdes em meios de cultura. Os nimeros dentro dos quadrados e
circulos representam a quantidade de carrapatos machos e fémeas, respectivamente coletados em
cada cdo. As areas sombreadas representam o0s pools que apresentaram crescimento de formas
flageladas compativeis com tripanossomatideos.

As culturas referentes aos carrapatos coletados nos cédes 1 e 2
apresentaram positividade porém, ndo houve crescimento suficiente para
gue as mesmas fossem criopreservadas. Estas culturas foram congeladas a
-80°C para posterior analise pelas técnicas de PCR.

As culturas do pool de machos referentes ao céo 3 apresentaram
crescimento de fungos apds 8 dias de inoculacdo e imediatamente foram
congeladas para extracdo de DNA de Leishmania spp. As culturas do pool
de fémeas referentes ao mesmo céo foram as que mais se desenvolveram e
puderam ser criopreservadas. As formas flageladas encontradas neste meio
de cultura sdo semelhantes as formas flageladas de Leishmania spp. (Figura
6). O material referente aos carrapatos coletados no céo 4 também pdde ser

criopreservado.
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Figura 6. Formas flageladas sugestivas de Leishmania spp. (promastigotas) observadas no
meio de cultura inoculado com o pool de fémeas de Rhipicephalus sanguineus observado

em microscépio optico com aumento 1000X.
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5.7 Deteccédo de DNA de Leishmania spp. nos carrapatos

A tabela 8 apresenta os dados da positividade dos pools de
glandulas salivares e intestinos submetidos & amplificacdo dos alvos 120pb
de kDNA estudados.

Tabela 8. Resultados da deteccdo de DNA pela PCR em pools de glandulas salivares e
intestinos de Rhipicephalus sanguineus coletados em cées provenientes de area endémica
de leishmaniose visceral no Distrito Federal, Brasil, 2011.

Amplificagdo de 120pb de kDNA

Material estudado N° de pools positivos/ %

N° avaliado

Glandula salivar

Fémeas 7/44 15,9

Machos 5/44 11,3

Ninfas 1/44 2,3

Subtotal 13/44 29,5
Intestinos

Fémeas 6/44 13,7

Machos 5/44 11,3

Ninfas 1/44 2,3

Subtotal 12/44 27,3

Total de pools 25/44 56,8

Os resultados de todos os métodos aplicados as amostras
caninas e de Rhipicephalus sanguineus coletados nos cédes que
apresentaram crescimento de Leishmania spp. em meios de cultura

sao apresentados na tabela 9.
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Tabela 9. Resultados de todos os métodos aplicados as amostras obtidas de cées e carrapatos onde houve crescimento em cultura de Leishmania
a partir do material obtido dos carrapatos. Distrito Federal, Brasil. 2011.

Céo ELISA RIFI DPP PCR PCR Carrapatos Sexo dos PCR PCR Meios PCR PCR
Sangue  Sangue Coletados  Carrapatos (kDNA) (kDNA) de (kDNA)  (hsp70)
canino canino Pool Pool Cultura  Cultura Cultura
(kDNA) (hsp70) G.Salivar  Intestinos (NNN)

1 Reagente 1/80 Positivo Positivo  Negativo 6 1 macho Positivo Negativo Negativo NR NR

5 fémeas Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo

2 Reagente 1/80 Positivo Positivo  Negativo 5 5 machos Positivo Positivo Positivo  Positivo  Negativo

3 Reagente 1/80 Positivo Positivo Positivo 8 5 machos Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo

3 fémeas Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo
4 Reagente 1/40 Positivo Positivo Positivo 2 1 macho Negativo Negativo Negativo NR NR
1 fémea Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo

NR: nao realizado.
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Tabela 10. Caracteristicas dos caes que apresentaram crescimento em cultura de Leishmania a partir do material obtido dos carrapatos. Distrito
Federal, Brasil. 2011.

Céo Sexo Idade Raca Pelagem Pelagem Porte Regido Sintomatologia
(Cor) (Tipo)

1 Macho 11 meses Rottweiler Preto Curta Grande Lago Norte Secrec¢do nos olhos e lesbes
cuténeas nas orelhas.

2 Macho Desconhecida SRD* Marrom Curta Médio Sobradinho Il Secrecdo nos olhos, lesdes
cutaneas nas orelhas e

onicogrifose.
3 Fémea 7 meses Boxer Marrom Curta Pequeno Varjao Assintomatico.
4 Macho lanoe6 SRD* Marrom Média Grande Itapoa Assintomatico.
meses

*SRD = Sem raca definida.
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Todas as amostras de sangue e culturas referentes aos quatro
caes foram analisadas pela PCR com amplificacdo de 120 pares de bases
da regidao conservada do kDNA de Leishmania spp. (Figura 7). Nesta reacao
apenas o0 DNA extraido da cultura do cdo 2 ndo apresentou banda
compativel com nenhuma das cepas de referéncia.

124/123

Figura 7. Produtos amplificados de kDNA 120pb em amostras de sangue de cées e culturas
obtidas do contetido dos carrapatos. Culturas de isolados de referéncia de L. amazonensis
(1), L. braziliensis (2), L. chagasi (3); sangue do céo IV (4), sangue do céo Il (5), sangue do
cédo Il (6), sangue do céo | (7); culturas do conteddo de Rhipicephalus sanguineus obtidos
do céo IV (8), cdo Ill (9), cdo Il (10) e cdo | (11); e controle negativo (12). MP: marcador de
peso molecular.

As amostras citadas anteriormente (amplificacdo de 120 pares de
bases da regido conservada do KDNA de Leishmania spp.) foram utilizadas
na PCR-RFLP e seu DNA digerido pela enzima Haelll (Figura 8). A amostra
de cultura do céo 2 néo foi incluida por ndo apresentar resultado satisfatorio
na reacao anterior, apenas o produto de PCR amplificado do sangue deste

céo foi incluido na digestéo pela enzima.
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Figura 8. Produtos amplificados de kDNA 120pb e digeridos pela enzima Hae Ill em
amostras de sangues caninos e culturas obtidas do conteddo dos carrapatos. Culturas de
isolados de referéncia de L. amazonensis (1), L. braziliensis (2), L. chagasi (3); culturas do
conteddo de Rhipicephalus sanguineus obtidos do cdo | (4), cao lll (5), céo IV (6); sangue
do cao | (7), sangue do céo Il (8), sangue do céo lll (9), sangue do cao IV (10); MP:
marcador de peso molecular.

As amostras de DNA extraidas do sangue de cada cao e das suas
referentes culturas, obtidas dos carrapatos, foram processadas em
diferentes géis para que pudessem ser comparadas com as cepas de

referéncia (Figuras 9, 10 e 11).
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Figura 9. Produtos amplificados de kDNA
120pb e digeridos pela enzima Hae Ill em
amostras de sangue canino e cultura obtida
do conteldo dos carrapatos. Cultura do
material obtido dos carrapatos do cdo | (1);
sangue do céo | (2); culturas de isolados de
referéncia de L. chagasi (3), L. braziliensis
(4), L. amazonensis (5); MP: marcador de
peso molecular.

Figura 10. Produtos amplificados de kDNA
120pb e digeridos pela enzima Hae Il em
amostras de sangue canino e cultura obtida do
conteldo dos carrapatos. Cultura do material
obtido dos carrapatos do céo Il (1); sangue do
cao lll (2); culturas de isolados de referéncia de

L. chagasi (3), L.
amazonensis (5); MP: marcador
molecular.

braziliensis (4), L.
de peso

21/18/11/8

Figura 11. Produtos amplificados de kDNA
120pb e digeridos pela enzima Hae lll em
amostras de sangue canino e cultura obtida
do conteddo dos carrapatos. Cultura do
material obtido dos carrapatos do céo IV (1);
sangue do céo IV (2); culturas de isolados de
referéncia de L. chagasi (3), L. braziliensis (4),
L. amazonensis (5); MP: marcador de peso
molecular.
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As amostras amplificadas de 120 pares de bases da regiao
conservada do kDNA de Leishmania spp. também foram digeridas pela
enzima BstUI (Figura 12). A amostra de cultura do cdo 2 nao foi incluida por
ndo apresentar resultado satisfatorio na reacdo anterior, apenas o DNA
extraido do sangue deste céo foi incluido na digestédo pela enzima.
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Figura 12. Produtos amplificados de kDNA 120pb e digeridos pela enzima BstUl em
amostras de sangues caninos e culturas obtidas do contelido dos carrapatos. Sangue do
cédo IV (1), sangue do céo lll (2), sangue do céo Il (3), sangue do céo | (4); culturas do
conteddo de Rhipicephalus sanguineus obtidos do céo IV (5), céo Il (6), céo | (7); culturas
de isolados de referéncia de L. chagasi (8), L. braziliensis (9), L. amazonensis (10); MP:
marcador de peso molecular.

O DNA extraido das amostras de sangue do céo | e sua referente
cultura, e do sangue do céo ll, foi digerido pela enzima BstUl e as amostras
processadas em outro gel para que pudessem ser comparadas com as

cepas de referéncia (Figura 13).
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Figura 13. Produtos amplificados de kDNA 120pb e digeridos pela enzima BstUl em
amostras de sangues caninos e cultura obtida do contelido dos carrapatos. Sangue do céo
Il (1), sangue do céo | (2); cultura do contetdo de Rhipicephalus sanguineus obtidos do cao
| (3); culturas de isolados de referéncia de L. chagasi (4), L. braziliensis (5), L. amazonensis
(6); MP: marcador de peso molecular.

Todas as amostras referentes ao cdo 3 foram analisadas pela
PCR com amplificacdo de 120 pares bases da regido conservada do kDNA
de Leishmania spp. (Figura 14), amplificacdo de alvos de 234pb de hsp70 de
Leishmania spp. (Figura 15), sendo que o ultimo método foi realizado com os

produtos amplificados e digeridos pela enzima Haelll (Figura 16).
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Figura 14. Produtos amplificados de kDNA 120pb em amostras de sangue canino (2),
culturas de Rhipicephalus sanguineus machos (3) e fémeas (4), intestino de R. sanguineus
machos (5) e glandulas salivares (6), intestino de fémeas (7) e glandulas salivares (8),
culturas de isolados de referéncia de L. amazonensis (9), L. braziliensis (10), L. chagasi
(11) e controle negativo (12).
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Figura 15. Amplificacéo de alvos de 234pb de hsp70 de amostras de glandulas salivares de
R. sanguineus fémeas (3) e machos (4), intestinos de fémeas (5) e machos (6), culturas de
fémeas (7) e machos (8), sangue canino (9), culturas de isolados de referéncia de L.
amazonensis (10), L. braziliensis (11), L. chagasi (12) e controle negativo (2).
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Figura 16. Produtos amplificados de hsp70 234 pb e digeridos pela enzima Hae Il em
amostras de glandulas salivares de R. sanguineus fémeas (2) e machos (3), intestinos de
fémeas (4) e machos (5), culturas de fémeas (6) e machos (7), sangue canino (8), culturas
de isolados de referéncia de L. amazonensis (9), L. braziliensis (10), L. chagasi (11).

Tendo em vista o achado de um tripanossomatideo (Figura 4 A e
B) mofologicamente diferente das formas de desenvolvimento de Leishmania
sp, e o fato do DNA extraido da cultura do contetdo dos carrapatos retirados
do cdo 2 nédo ter sido amplificado com alvos de 120 pb de kDNA de
Leishmania sp, todas as amostras referentes aos quatro cdes foram
analisadas pela PCR com amplificacdo de 330 pares bases da regido
conservada e variavel do kDNA de Trypanosoma cruzi (Figura 17).

Figura 17. Produtos amplificados de KDNA 330pb em amostras de sangue de cées e
culturas obtidas do conteddo dos carrapatos. Culturas de isolados de referéncia de L.
amazonensis (1), L. braziliensis (2), L. chagasi (3), T. cruzi (4); sangue do céo IV (5),
sangue do cao lll (6), sangue do cao Il (7), sangue do céo | (8); culturas do contetdo de
Rhipicephalus sanguineus obtidos do céo IV (9), cdo Ill (10), cdo Il (11) e cédo | (12); MP:
marcador de peso molecular.
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5.8 Resultados do sequenciamento

Os produtos das PCRs das amostras de sangue dos cédes e
culturas do conteddo interno dos carrapatos foram sequenciados para
identificag8o definitiva dos protozoéarios. O tamanho das sequéncias variou
de 87 a 128 pb (Apéndice 3).

A sequéncia do produto de PCR amplificado a partir do DNA
extraido do sangue do cdo 1 apresentou 94% de identidade com uma
sequéncia de L. braziliensis guyanensis (X54472.1). A sequéncia do produto
proveniente da cultura do conteddo dos carrapatos coletados deste cao foi
identificado como Leishmania infantum.

As sequéncias dos produtos amplificados de sangue dos cées 2, 3
e 4 apresentaram 90 a 97% de identidade com sequéncias de Leishmania
infantum (EU437406.1 e EU370885.1), assim como nas culturas do

conteudo dos carrapatos coletados nos cées 3 e 4.

5.9 Resultado da anélise por isoenzimas

A cepa isolada (ARHI/BR/2011/NMT-DF-2595) do contetudo dos
carrapatos coletados no cdo 3 foi analisada com as isoenzimas G6PDH,
6PGDH e IDH-NADP (Cupolillo et al., 1994), apresentando compatibilidade

com Leishmania infantum (Anexo 5).
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6. DISCUSSAO

Estudos sobre LV humana realizados no Brasil, avaliando a
presenca do cdo como fator de risco individual para os moradores do mesmo
domicilio, apontaram que existe maior probabilidade de apresentar doenca
ou infeccdo humana nos domicilios com presenca de cées, e que quanto
maior o niumero de cdes na residéncia maior € o risco de ocorréncia da

doenca em humanos (Borges et al., 2008; Gouvea et al., 2007).

Apesar da auséncia de sintomas, 0s caes apresentam parasitismo
tanto na pele aparentemente sadia, quanto nas visceras (Marzochi et al.,
1985), motivo pelo qual as medidas de controle ndo devem ser dirigidas
apenas aos caes sintomaticos, ja que caes de aparéncia saudavel podem
ser mantidos nos domicilios por mais tempo e durante a evolugdo natural da
LV alguns cdes podem melhorar clinicamente de forma espontanea (Travi et
al.,, 2001). Até o presente momento, no Brasil, todos os surtos de LV
descritos na literatura estdo associados com a presenca de caes
soropositivos. Em vérias regides geograficas a epidemia canina precedeu a

epidemia humana (Camargo-Neves et al., 2001; Oliveira et al., 2001).

No presente estudo a maior parte dos cédes ndo apresentou
qualquer tipo de sintoma caracteristico de LV, mantendo-se de acordo com a
literatura, onde alta proporcdo de caes soropositivos provenientes de areas
endémicas do Brasil e da Europa, ndo apresenta sinais clinicos de
leishmaniose (Abranches et al., 1991; Brandonisio et al., 1992; Dantas-
Torres et al., 2006b; Mancianti et al., 1996; Rondon et al., 2008).

Na amostra estudada foi possivel observar soroprevaléncia de
66% de anticorpos anti-Leishmania entre o0s cédes analisados.
Adicionalmente, os resultados do presente estudo confirmaram a presenca
de caes infectados em areas como Lago Sul, Fercal, Sobradinho Il, Varjao e

Itapod, regides mais afetadas pela LV no Distrito Federal.
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No Brasil, especificamente no estado de Pernambuco, a
soroprevaléncia pode ser de até 51% em focos hiperendémicos (Dantas-
Torres et al., 2006b), e em areas altamente endémicas do Mato Grosso do
Sul, a soroprevaléncia chega a 75% (Cortada et al., 2004).

A comparacao entre resultados de soroprevaléncia de LVC nas
diversas regides estudadas deve ser realizada com cautela ja que existe
diversidade de técnicas sorologicas utilizadas e também heterogeneidade na
composicao da amostra de caes avaliada. No presente estudo a amostra de
conveniéncia utilizada impede a sua comparacao formal e rigorosa com 0s
resultados de amostras de outros estudos que utilizaram abordagens de

amostragem aleatérias.

A amostra de conveniéncia estudada, cdes encaminhados ao centro
de zoonoses para realizacdo de eutanasia, poderia hiperdimensionar o
fenbmeno da possivel infeccdo dos carrapatos, que seria muito menor na
populacdo canina em geral. Apesar disso, o0s resultados obtidos dos
quarenta e oito cdes analisados foram satisfatorios, demonstrando, por
exemplo, que a prevaléncia de infec¢do canina foi semelhante a encontrada

em amostras de conveniéncia estudas em outras cidades brasileiras.

Além dos métodos soroldgicos convencionais de ELISA e RIFI,
também foi aplicado o teste rapido (DPP) que utliza o antigeno
recombinante rk28que combina fragmentos de varios antigenos (k26, k39 e
k9), tendo em vista os resultados obtidos por Schubach (2011). Este autor
avaliou o desempenho do DPP para o diagnostico da LVC em caes
domiciliados em area endémica de LV, sugerindo uma concordancia quase
perfeita observada em amostras de soro obtidas por meio da leitura visual e
por meio de dispositivo eletrénico, indicando que a ultima metodologia pode
ser dispensada em condi¢cdes de campo. No presente estudo, 56,2% dos

cades apresentaram-se positivos quando avaliados pelo DPP,
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soroprevaléncia menor do que a detectada pela sorologia convencional.
Como a maioria dos cées era assintomatica, estes resultados corroboram
com os resultados obtidos por Grimaldi e colaboradores (2012), que
mostraram que a sensibilidade do teste € menor em cées assintomaticos.
Por outro lado, a especificidade do teste DPP, considerando que se trata de
um método com tecnologia recombinante, aponta para a presenca real de
infeccdo por L. infantum nos cédes estudados ja que reagfes cruzadas com
0Ss agentes da leishmaniose tegumentar, notadamente, L. braziliensis,
constituem fendmeno raro, pelo menos nas populagdes humanas com
leishmaniose tegumentar nas quais foi estudada a especificidade da

sorologia baseada em rK39.

A proporcéo de céaes detectados como infectados por meio da
técnica de PCR aplicada sangue periférico foi 54,2%, abaixo dos valores
encontrados na analise soroldgica, o que poderia ser explicado pela
dindmica da circulacdo do DNA parasitario no sangue em diversos estadios
da infeccdo/doenca nos animais. Deve-se considerar também que a PCR
nao tem sido validada definitivamente para a detec¢do da infec¢do por
Leishmania considerando as dificuldades inerentes a auséncia de padréo-
ouro para os procedimentos de validacdo. Os maiores valores da analise
sorolégica em comparacdo com a PCR também poderiam ser explicados
pela possibilidade de deteccao de falsos positivos, considerando que outros
tripanossomatideos podem infectar cdes, como Trypanosoma caninum
(Madeira et al., 2009), T. cruzi e T. rangeli (Pineda et al., 2011).

Em sintese, a amostra canina estudada foi suficientemente
caracterizada para poder afirmar que mais da metade dos individuos
estudados apresentava elevada probabilidade de infec¢cdo por L. infantum,
constituindo, assim, cenario adequado para explorar as caracteristicas do
ectoparasitismo por R. sanguineus em relacdo a possibilidade de detectar a

presenca do parasito no intestino e glandulas salivares e avancar na
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caracterizagdo dos parasitos detectados pelos métodos parasitologicos

convencionais e moleculares.

As atividades de vigilancia epidemioldgica da LV realizadas no
Distrito Federal confirmaram a infeccdo por Leishmania infantum na
populacao canina em diversas regides e a presenca concomitante ou nao de
Lutzomyia longipalpis (CRMV-DF, 2006). Posteriormente, inquéritos
entomoldgicos tem demonstrado que a cada ano aumentam as areas com
presenca do vetor da LV (Carranza-Tamayo, 2010; Carvalho et al. 2010), o
que torna o DF uma regido com risco crescente de aparecimento de casos

de LV humana e canina.

Por outro lado, o monitoramento de flebotomineos em é&reas de
ocorréncia de LTA no DF entre maio de 2006 e abril de 2008 permitiu
conhecer 0s aspectos bio-ecolégicos e comportamentais dos vetores das
leishmanioses e identificar as areas de risco, oferecendo subsidios para
atuar no controle. Os resultados demonstram que no DF Lutzomyia whitmani
predominou nas capturas, 0 que mostra a importancia desta espécie como
possivel transmissor da Leishmania braziliensis no DF. Outra espécie
coletada foi o Lutzomyia longipalpis, principal vetor da LV, que vem
aumentando sua distribuicdo geografica e a frequéncia na qual é observada
a cada ano. A dispersao do Lutzomyia longipalpis no DF tem ocorrido
simultaneamente a transmissdo da LV canina e humana. Sobradinho foi a
regido de maior ocorréncia do vetor com 9,4% de espécimes coletados e
também a de maior incidéncia de LV humana. A predominancia de
Lutzomyia longipalpis em ambientes domiciliares (96,3%) e em abrigos de
animais e intradomicilio (2,2%) indica o poder de adaptacdo da espécie ao

ambiente antrépico (Carvalho et al., 2010).
Os dados do monitoramento entomolégico relatados por Carranza-

Tamayo e colaboradores (2010) revelaram que a colonizacdo por L.
longipalpis acomete a faixa central de Brasilia, deslocando-se desde o norte
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(Sobradinho) até o Sul (Sdo Sebastido), destacando-se o fato de que néo
haviam sido detectados cées infectados fora de Sobradinho e Lago Norte

(Carranza-Tamayo, 2010).

Apesar dos dados acima, continua chamando a atengdo a
magnitude do esforco de captura de flebotomineos em areas onde a
prevaléncia de infeccdo canina pode ultrapassar 15% para detectar
efetivamente a presenca de Lutzomyia longipalpis. Portanto, o cenario
caracterizado pelos dados da vigilancia entomoldgica também foi suficiente
para abordar o possivel papel de R. sanguineus como vetor de LVC por
meio de técnicas parasitologicas e soroldgicas convencionais e técnicas
moleculares para identificacdo das espécies de Leishmania observadas nos
carrapatos e nos caes dos quais foram obtidos os ectoparasitos. Vale
ressaltar que a alta prevaléncia de cées infectados em areas onde a
infeccdo de Lutzomyia longipalpis pelo parasito L. infantum tem sido
raramente detectada € semelhante ao padrdo observado em outras regides
do Brasil (Lainson, 1983; Coutinho & Linardi, 2007).

A presenca de tripanossomatideos compativeis com Leishmania
infantum em R. sanguineus possui especial relevancia para entender melhor
o comportamento da LVC em ambientes com baixa densidade ou auséncia
de flebotomineos. Apesar de extremamente trabalhosa e delicada, a
dissecacdo dos carrapatos € um processo que possibilita a avaliacdo do
conteddo interno (glandulas salivares e intestino) destes ectoparasitos,
permitindo avaliagbes moleculares especificas. Alguns trabalhos que
adotaram esta metodologia, detectando DNA de L. infantum em glandulas
salivares de carrapatos coletados a partir de cdes naturalmente infectados
(Dantas-Torres et al.,, 2010a,b; Dantas-Torres et al.,2011b), ou apenas a
utilizacdo dos macerados dos carrapatos para realizacdo da PCR (Coutinho

et al., 2005;), também tiveram sucesso na deteccdo de DNA de L. infantum,
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0 que nao foi suficiente para comprovar a viabilidade do parasito no interior

dos carrapatos.

Na literatura revisada ha relatos de isolamento de Leishmania
apenas em carrapatos que se alimentaram experimentalmente em caes
naturalmente infectados por L. infantum (McKenzie, 1980; Dantas-Torres,
2011a) e, até o0 momento, a maioria das evidéncias se limitam apenas a

deteccdo de DNA parasitario nos espécimes estudados.

Pesquisa realizada em area endémica de LVC no Estado de Sé&o
Paulo investigou a viabilidade de L. infantum em carrapatos coletados de
caes naturalmente infectados, por meio da expressao de um gene. O estudo
sugere que a deteccdo de RNA de L. (L.) infantum indica que os parasitos
permanecem Vvivos dentro dos carrapatos, sugerindo que durante a
alimentacdo, os carrapatos poderiam liberar parasitos vivos, uma vez que
excretam grande quantidade de liquido neste processo (Colombo et al.,
2011).

Estudo recente que utilizou a técnica de PCR em tempo real
demonstrou a presenca de kDNA de L. infantum em larvas de R. sanguineus
quase quatro meses apos a infeccdo experimental de fémeas (Dantas-
Torres et al., 2010a). Os achados sugerem que a possibilidade de passagem
transovariana (Dantas-Torres et al., 2010a,b; Dantas-Torres et al., 2011b) de
L. infantum em R. sanguineus anteriormente abordada em outros estudos,
deve ser reavaliada (Dantas-Torres, 2011a). Esse contexto € relevante tendo
em vista 0 sucesso no isolamento dos parasitos obtidos no presente estudo.

Apesar de ndo haver provas definitivas de que R. sanguineus
transmite L. infantum, os dados disponiveis sugerem que esta Suposi¢ao
merece maior atencdo. Estudos detectaram forte associacdo entre a
prevaléncia de infestacdo por R. sanguineus e a presenca de anticorpos

anti-Leishmania em cées de algumas areas (Paz et al., 2010b).
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O meio de cultura adotado para o isolamento de Leishmania foi o
mesmo utilizado pelo laboratorio de leishmanioses do NMT/UnB para
crescimento de cepas de isolados de referéncia em trabalhos de rotina e de
pesquisa, jA& comprovado por outros estudos possuir baixa taxa de
contaminacgéo de 2,9% (Romero et al., 1999) em comparacdo com 28,6% de
outros trabalhos (Marzochi et al., 1993). Neste trabalho, a quantidade de
culturas que sofreram contaminacédo por fungos foi relativamente pequena
11,4%, visto que o material inoculado nos meios de cultura era proveniente
de carrapatos, organismos ja contaminados e que ndo passaram por
qualquer tipo de assepsia. A sensibilidade demonstrada poderia ser
explicada por modificacdes realizadas neste meio, que nao foi enriquecido
como recomendado por Shaw e Lainson (1981), e principalmente pelo baixo
volume de fase liquida. Outros trabalhos mostraram que a contaminacéo
com fungos foi um problema importante que afetou 27,5% das culturas que

utilizam o meio de cultura enriquecido (Cuba et al., 1984).

Muitos trabalhos tém sido realizados utilizando cada vez mais a
PCR da regido conservada do kDNA como ferramenta no diagndstico para
as leishmanioses, principalmente por se tratar de uma técnica extremamente
sensivel, considerando a abundancia do alvo a ser amplificado, e capaz de
detectar com precisédo casos inconclusivos (Ampuero et al., 2009). A PCR
revelou-se uma técnica valiosa em estudos de reservatorios envolvidos na
manutencao do ciclo de Leishmania, principalmente em material obtido em
campo. Alguns estudos confirmam esta afirmativa, pois trabalhando com
material coletado da fauna de mamiferos nos cafezais da Colémbia,
detectaram a infecc@o por L. braziliensis (Alexander et al., 1998), além da
deteccdo da infeccdo por Leishmania em biopsias de baco do roedor

Arvicanthus niloticus, no Sudéo Ocidental (Meredith et al., 1993).

A sensibilidade da PCR depende principalmente do alvo utilizado para

a amplificacdo. Um estudo que avaliou trés ensaios (PCR-RFLP 7SL, PCR-
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RFLP ITS1 e PCR-kDNA), ambos comparados utilizando amostras de DNA
extraidas a partir da mesma série de amostras provenientes de aspirado de
tecidos, demonstrou que a PCR do KDNA foi o0 ensaio mais sensivel (91,7%),
seguido pela PCR 7SL (90,5%) e a PCR ITS1 (63,5%) (Azmi et al., 2011).

Estas caracteristicas da PCR podem explicar a positividade
encontrada na amplificacdo de KDNA a partir do DNA extraido da amostra de
sangue dos quatro cdes e o fato de duas destas amostras terem sido
negativas na tentativa de amplificagéo do alvo de 234pb de hsp70 que seria
menos sensivel. Isto confirma que a PCR kDNA é a técnica molecular
género-especifica mais sensivel e que os resultados negativos nessa PCR
seriam uteis na confirmacado de individuos verdadeiramente negativos (Azmi
et al., 2011).

Além da PCR convencional, capaz de detectar DNA de
Leishmania, este trabalho utilizou a técnica RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) com dois tipos de enzimas de restricdo, a Haelll e a
BstUI, que sdo capazes de cortar o DNA, em fragmentos gerados de acordo
com seu tamanho, possibilitando a visualizacdo de seus perfis em

eletroforese apos coloracédo pela prata.

A RFLP do kDNA foi muito utilizada na década de 80 para analise
de tripanossomatideos (Morel & Simpson, 1980; Morel et al., 1980; Deane et
al., 1984; Lopes et al., 1984; Pacheco et al., 1989), e consequentemente,
nas duas ultimas décadas, foi possivel realizar associacdo da PCR com a
RFLP. Os minicirculos do kDNA tém se mostrado excelentes alvos de
deteccdo para uma PCR que tem como objetivo o diagnostico de
Leishmania, isso por apresentarem um elevado niumero de cépias (~10.000)
por parasito (Degrave et al., 1994; Shapiro & Englund, 1995). A maior
sensibilidade da PCR do kDNA é esperada devido a presenca de cerca de
10* minicirculos por parasita (Rodgers et al., 1990) e o curto comprimento do

produto de amplificacdo (Bensoussan et al., 2006).
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O DNA extraido das cepas de isolados de referéncia quando
digerido pela endonuclease Haelll apresentou resultado concordante com os
encontrados por Volpini e colaboradores (2003), que mostram a
diferenciacdo das espécies de L. (V.) braziliensis, com digestdo de 120pb
em 80+40pb, e L. (L.) amazonensis, que nao foi digerida pela enzima. A
cepa de referéncia L. (L.) chagasi também apresentou perfil semelhante ao
observado por Volpini (2003) quando digerido pela mesma endonuclease,
com digestao de 120 pb em 80+60+40pb.

O DNA dos trés isolados de referéncia também foi testado com a
endonuclease BstUI, e apenas a L. (V.) braziliensis apresentou digestéo dos
120pb em 70+50, concordantes com os dados do GenBank citados por
Volpini (2003) e parcialmente diferente dos resultados observados neste
estudo, que digeriu 120pb em 110+95+70+50+25pb. As cepas dos isolados
de referéncia de L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi mantiveram perfil

esperado sem digestado dos 120pb.

O DNA do parasito isolado dos carrapatos e da amostra
sanguinea coletados no cdo 1 quando digerido pela enzima Haelll
apresentou perfil semelhante ao de L. (V.) braziliensis. Quando o DNA
destas amostras foi digerido com a endonuclease BstUI, apresentou o
mesmo perfil. O DNA do isolado dos carrapatos obtidos do cdo 2 néo
apresentou nenhuma banda quando analisada no gel, o que pode ser
explicado pela escassez ou degradacdo do DNA desta amostra, visto que
outras reacdes ja haviam sido realizadas, e que demonstraram
compatibilidade com Leishmania spp. Por esse motivo, apenas a amostra de
sangue deste cdo foi analisada e também apresentou resultados

semelhantes aos do cao 1.

O DNA dos isolados obtidos dos carrapatos coletados nos cées 3

e 4 quando digerido pela endonuclease Haelll apresentou perfil semelhante
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ao de L. (L.) chagasi, o mesmo perfil se repetiu nas amostras sanguineas
destes cades. Quando as mesmas amostras foram submetidas a digestéo
com a endonuclease BstUI, os fragmentos de 120pb nédo foram digeridos,

mantendo-se de acordo com os trabalhos citados anteriormente.

O DNA amplificado pela PCR das amostras sanguineas dos caes
e das culturas dos parasitos isolados dos carrapatos foram submetidas ao
sequenciamento o que permitiu a identificacdo definitiva dos
tripanossomatideos detectados. Este método foi adotado tendo em vista que
ndo se pode descartar a hipétese de ocorréncia de tripanossomatideos
Monoxénicos nos carrapatos, e que os resultados de PCR positivos ndo sao

suficientes para indicar infecgéo por Leishmania (Rocha et al., 2010).

Atualmente, a analise de isoenzimas (MLEE) é a técnica de
referéncia para a identificacdo de espécies de Leishmania (Schonian et al.,
2010). Desta forma, o isolado obtido dos carrapatos do cao 3 foi submetido a

esta analise apresentando perfil compativel com Leishmania infantum.

No presente estudo foi possivel detectar formas flageladas
sugestivas de tripanossomatideos em apenas uma lamina obtida de um
carrapato macho retirado de um cdo que apresentou todos os testes
reagentes e/ou positivos. O fato de ndo encontrar parasitos nas outras
laminas pode ser explicado pela forma da dissecacdo dos carrapatos, visto
gue as glandulas salivares e o intestino foram retirados primeiro para analise
pela PCR e cultura, restando pouco material para a confeccdo das laminas.
Uma maneira mais eficiente de encontrar tripanossomatideos na pesquisa
direta seria utilizar as glandulas salivares e intestino (possivel localizacao de
tripanossomatideos) primeiro, antes de reservar este material para PCR e
cultura. No entanto, esta abordagem aumentaria o risco de contaminacao da

cultura.
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Os resultados da caracterizacdo morfométrica refutam a hipotese
do tripanossomatideo detectado no carrapato retirado do cao 2 ser T. cruzi,
T. rangeli ou T. caninum. Formas esferomastigotas tém sido detectadas nos
géneros Trypanosoma e Blastocrithidia. Tripanossomatideos do género
Trypanosoma tém sido isolados em espécies de carrapatos de diferentes
paises como R. (B.) microplus no Brasil (Martins et al. 2008), Haemaphysalis
hystricis no Japao (Thekisoe et al. 2007), Ixodes ricinus no Reino Unido
(Mungonba et al. 1987) e Hyalomma spp. no Egito (el Kady 1998). Espécies
de Blastocrithidia tém sido registradas principalmente em insetos da ordem
Hemiptera (p. ex. B. triatomae, B. gerricola e B. cyrtomeni) (Cerisola et al.,
1971; Merzlyak et al., 2001; Caicedo et al., 2011) e Diptera (B. culicis)
(Nascimento et al., 2010). Entretanto, existem evidéncias de isolamento de
Blastocrithidia em carrapatos das espécies Hyalomma anatolicum (Shastri,
1980) e até mesmo R. sanguineus (Machattie & Chadwick 1930; Sherlock,
1964).

A identificacdo especifica do tripanossomatideo detectado na
lamina do carrapato retirado do cao 2 devera ser realizada apos amplificacéo
do DNA apéds raspagem da lamina corada usando os iniciadores D74/D75
para regido conservada de Trypanosomatidae (Souto et al., 1999) e posterior
sequenciamento do fragmento amplificado. A comparacédo desta sequéncia
com outras disponiveis no genbank poderd esclarecer se o0
tripanossomatideo em questdo é uma espécie de Trypanosoma ou
Blastocrithidia conhecida ou uma nova espécie isolada de R. sanguineus.

Os resultados do sequenciamento dos produtos de PCR kDNA do
DNA extraido das amostras de sangue e culturas dos quatro céaes,
apresentaram perfil de L. infantum, exceto as amostras de sangue e cultura
do cdo 1, que demonstraram presenca de L. braziliensis guyanesis e L.
infantum respectivamente, sugerindo uma co-infeccdo que também seria

compativel com os resultados visualizados na figura 9.
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Em 2006, no estado do Rio de Janeiro, foi realizada uma
investigacdo parasitologica em 66 cdes sororeativos para Leishmania
durante atividades de controle de LV. Neste estudo foi possivel isolar
Leishmania de 80,3% dos caes. Destes, 22,6% estavam infectados com
Leishmania braziliensis (exclusivamente de lesdes cutaneas), 73,6%
infectados com Leishmania chagasi (de diferentes locais), e 3,8%
apresentaram co-infecgdo por Leishmania braziliensis (lesbes de pele) e
Leishmania chagasi (Madeira et al., 2006)

No bairro de Campo Grande, também no estado do Rio de
Janeiro, um caso de infeccdo de LV e LT associadas, foi detectada em um
menino de 5 anos de idade, com histéria prévia sugestiva de calazar. Antes
de receber tratamento adequado, o0 menino desenvolveu uma lesdo ulcerada
na pele, coincidentemente o0 mesmo aconteceu com sua irma. A biopsia da
lesdo da pele e o aspirado da medula 6ssea mostrou a existéncia de
parasitos identificados como L. braziliensis e L. chagasi (Oliveira et al.,
1986b). Em outro paciente adulto, residente da mesma area, foi possivel
isolar L. chagasi apenas de uma lesdo cutanea ulcerada (Oliveira et al.,
1986a)

Em termos gerais, o género Leishmania tem propriedades
patogénicas especificas, o que também pode ser identificado dentro do nivel
de espécie, por exemplo, L. braziliensis e L. infantum. Portanto, ndo se deve
desconsiderar a hipétese de que a diversidade genética do parasito dentro
do nivel de espécie ndo tem impacto sobre a clinica da diversidade de

leishmanioses (Bafiuls et al., 2002).

No presente estudo, o cdo possivelmente co-infectado pelas duas
espécies apresentou lesdes cutdneas nas orelhas, sintomatologia
inespecifica encontrada em caes isoladamente infectados com qualquer uma

das duas espécies, L. braziliensis e L. infantum. Estes achados associados
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com os estudos citados anteriormente confirmam que a co-infecgdo com L.

braziliensis e L. infantum pode ocorrer.

A visualizacdo de estadios de desenvolvimento de Leishmania
spp. nas glandulas salivares e intestino dos carrapatos ajudaria a entender
melhor o ciclo do protozoario no interior do ectoparasito. Para isto, outro
método cronoldgico na dissecacdo de carrapatos deveria ser adotado,
utilizando primeiro o conteudo interno para confeccdo de laminas, na
tentativa de encontrar mais parasitos, e posterior andlise pela PCR e

culturas.

Andlises morfologicas e ultraestruturais em carrapatos portadores
de Leishmania spp. tornam-se essenciais para conhecer os detalhes do
possivel ciclo deste protozoario neste potencial vetor, visto que estes
tripanossomatideos permanecem vivos dentro dos ectoparasitos a ponto de

serem isolados em meio de cultura.

A inoculacdo das cepas de Leishmania spp., isoladas de
carrapatos, em hamsters ou camundongos deve ser testada a fim de
identificar a capacidade de infeccdo deste protozoario em outros animais.
Ap6s um periodo de pelo menos um més, o aspirado de lesdes seria
inoculado em meios de cultura e os animais sacrificados para realizacao de

analise histopatoldgica nos 6rgao internos.

Finalmente, experimentos semelhantes aos realizados por
Mackenzie em 1984 deveriam ser repetidos e aprimorados na tentativa de
reproduzir resultados concordantes, e principalmente, capazes de provar
definitivamente a hipotese da competéncia e eficiéncia vetorial de R.

sanguineus na transmisséao da LVC.
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7. CONCLUSOES

1. Rhipicephalus sanguineus que se alimentam naturalmente em caes

3.

naturalmente infectados por Leishmania infantum apresentam DNA do
parasito no intestino e glandulas salivares.

Os resultados confirmam a presenca de Leishmania infantum viavel
em R. sanguineus obtidos de caes naturalmente infectados pelo
parasito.

A caracterizacdo de tripanossomatideos em carrapatos exige a
aplicacdo de uma combinacdo de técnicas parasitologicas,
enzimaticas e moleculares para discriminar adequadamente as
espécies dos parasitos detectados.

Este estudo comprovou a possibilidade de isolamento de L. infantum

em carrapatos por meio da inoculagdo em meio de cultura.
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ANEXO 1

CHAVES PARA FAMILIAS E PARA GENEROS E ESPECIES
DO BRASIL

A apresentacdo de uma chave diferenciadora dos 52 géneros e sub-
géneros de Irodides, 30 dos primeiros e 22 dos dltimos, viria complicar
demasiado e desnecessariamente a distincdo genérica dos representan-
tes americanos que apenas alcancam cérca de um térco désse total.
Aquéle grande numero de subdivisdes néo ¢, além disso, aceito ou ado-
tado pela maioria dos sistematas que, ou considera injustificada sua pro-
posta, cu acha que o critério adotado para erecdo dessas novas enti-
dades se afasta demais do habitualmente utilizado, como é o caso para
varios géneros de ScHULZE baseados na morfologia do 6rgao de Haller.
Em conseqiiéncia, julgou o autor junior mais acertado adotar o critério
aqui seguido, embora o assunto nao tivesse chegado a ser discutido
com ARAGAO, mesmo porque é éste um procedimento mais coerente com
a atitude do autor senior, o qual jamais féz uso de tais entidades siste-
maticas nos seus numerosos trabalhos sobre Ixodidas.

Ordem Acari
Sub-ordem Ixodides
CHAVE DAS FAMILIAS PARA GENEROS AMERICANOS

1. — Sem epistoma e sem grande cavidade bucal. Fémea sem placa esternal.
Hipostomio saliente e denticulado .......... .. ... ... .. . il 2

— Com epistoma e grande cavidade bucal. Com placa esternal, Hipostdo-
mio saliente e inerme. Monotipica e de macho desconhecido. Parasita

de morcegos centro e sul-americanos ............... Spelaeorhynchidae

2. — Sem escudo dorsal — Argasidae .......... .. ... s 4
— Com escude Aorsal . ... ... ... i 3

3. — Escudo dorsal rudimentar, tegumento rugoso lembrando o de Argasideos;
monotipica e de macho desconhecido; com uma unica espécie africana,
Nutalliella namaqQue ......... ...ttt Nutalliellidae

— Escudo dorsal bem diferenciado; desdobrada em muitos géneros e com
distribuicido geografica mundial — Ixodidae .......................... 7

4. — Bordos laterais do corpo com tegumento diferenciado ..................
................................................. Argas Canestrini, 1890

— Bordos laterais do corpo sem tegumento diferenciado ................ 5

5. — Adultos com hipostémio vestigial; ninfas com tegumento espinhoso ....
.................................................... Otobius Banks, 1912

— Adultos com hipostdmio normal; ninfas com tegumento nao espinho-
o J3 6

6. — Hipostémio escavado, convexo na face ventral e concavo na face dorsal
........................................ Antricola Cooley et Kohls, 1942

— Hipostémio de conformacao variada, mas nunca escavado ..............
.............................................. Ornithodoros Karsch, 1847

7. — Sulco anal passando por diante do anus ............ ... . .. ... 8
— Suleo anal situado atras do anus ........ ... .. i i, 9
8. — Palpos do macho e da fémea canaliculades; 3.° articulo dos palpos da

fémea mais longo do que largo e bem separado do 2.2 articulo ...........
................................................... Irodes Latreille, 1795
— Palpos do macho conicos; 3.2 articulo dos palpos da fémea muito alar-
gado e praticamente fundidocom o 2° ....... Ceratizodes Neumann, 1902
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

.— Rostrocurto ........................ J 10

— ROStr0o 10Ng0 ... . 15
— Sem olhoS ... e, Haemaphysalis Koch, 1844
— Com OlN0S ... 11
— Base do capitulo retangular em ambos os sexos; machos sem placas ven-
trais e com coxa IV mMalor ....... ...ttt 12
— Base do capitulo hexagonal em ambos os sexos; machos com placas ven-
trais e com coxa IV nao maior do que as outras .................... 13
— Escudo dorsal ornamentado em ambos os sexos; machos com 11 festdes
................................................ Dermacentor Koch, 1844

— Escudo dorsal sem ornamentacao; machos com 7 festoes

— Machos sem placa pré-anal .................urmmiiinnii 14
— Em ambos os sexos o sulco anal é nitido, o espiriculo apresenta um pro-
longamento ou colo e a coxa I tem dois espinhos longos; machos de
tamanho moderado, com festdes e 2 ou 4 placas adanais ..............
.............................................. Rhipicephalus Koch, 1844
— Sulco anal ausente nas fémeas e inconspicuo nos machos: espiraculos
redondos e coxa I com dois espinhos curtos em ambos 0s sexos; machos

muito pequenos sem festGes e com 4 placas adanais ....................
................................................. Boophilus Curtice, 1891
— Com olhOs ............ i Amblyomma Koch, 1844
—Sem olnos ...... .. Aponomma Neumann, 1899

CHAVES PARA DETERMINAGCAO DAS ESPECIES DOS DIFERENTES GENEROS
DE IXODIDEOS EXISTENTES NO BRASIL

Género Argas

(Macho e fémea)

. — Corpo oblongo com as faces dorsal e ventral bem separadas; reticulo

quadrangular na margem. Peritrema grande, oval, com cérca de 27 a 28u
de comprimento por 21 a 23u de largura .................. A. miniatus
(Nota: No Argas persicus, inexistente no Brasil, o peritrema é circular
com o didmetro de 15 a 17u).

Género Ornithodoros

(Macho e fémea)

. — Bochechas ausentes ........ ... ittt it et 2
— Bochechas Presentes .. ... it e e 4
— Tarsos e pretarsos com pontas bem desenvolvidas nos 1.9, 2.2 e 3.2 pares,

AUSENLES N0 4.0 DAL ..ottt it ittt e et e e e 3
— Tarsos e pretarsos com rugosidades e pequenas saliéncias nos 1.2, 22 ¢ 3.0
pares e uma pequena ponta apical no 4°par ............ O. brasiliensis

. — Tibia com prolongamento d'gitiforme dorsal na metade proximal .......

............................................................ O. nattereri

— Tibia sem prolongamento digitiforme dorsal .............. 0. rostratus

. — Corpo muito anguloso na frente .......... ... ... . i, 0. jul
— Corpo pouco anguloso na frente .............. ..., 5

. — Bochechas muito desenvolvidas chegando, as vézes, a cobrir as partes
bucais. Coxas I e II separadas .........c.oiviiiiimnininnnnnn. O. talage

— Bochechas pouce desenvolvidas, tédas as coxas contiguas ...... 0. dunni
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Género Otobius
(Macho, fémea e ninfa)
. — Corpo mais largo na frente e com ligeira constricdo ao nivel do 4.° par

de patas. Hipostdmio pouco desenvolvido no adulto. Corpo das ninfas
dilatado na frente, com tegumento muito espinhoso ......... 0. megnini

Género Ixodes

(Machos)
. — Espinho externo da coxa I muito longo, cobrindo todo o articulo se-
o B3+ § = S I. lucice
— Espinho externc da coxa I curto nio cobrindo todo o articulo seguinte
...................................................................... 2

. — Gnatossoma com Aangulos laterais dorsais da base muito arredondados
........................................................ I. coxaefurcatus

— Gnatossoma anguloso na face dorsal ............ .. ... .. .. i 3
. — Espinhos da coxa I desiguais sendo o interno muito longo e ultrapas-
sando a metade da coxa II. Hipostomio curto e largo, com 2 dentes pos-

teriores extremamente fortes ............ .. ... . . il I. aragaoi

— Espinhos da coxa I subiguais nio atingindo o meio da coxa II. Hipos-
témio fino e Iongo, sem dentes posteriores mais fortes ................ 4

. — Peritrema em oval irregular, menor e com o maximo de 5 fileiras de
pontuacdes entre a macula e o bordo na parte mais larga .... I. loricatus

— Peritrema elitico, maior e com o minimo de 8 fileiras de pontuacdes
entre a miacula e o bordo na parte mais larga ............ I. didelphidis

Género Ixodes

(Fémeas)

. — Cornue e auricula presentes ..........ciiiiiiiiii it 2
— Cornua e auricula AUSENEES ... .. viiti i i e i e 3

. — 1.0 articulo dos palpes com prolongamento ventral acentuado dirigido
para frente ....... .. I. auritulus

— 1.0 articulo dos palpos sem prolongamento ventral dirigido para frente
.............................................................. I. fuscipes

. — Coxa I com 2 espinhos desiguais sendo um déles longo e agudo, podendo
cobrir o articulo seguinte ........ ... . . i 4

— Coxa I com 2 espinhos curtos pouco agucados, podendo um déles atingir
pequena parte do articulo seguinte ........... ... ...l 5

. — O espinho mais longo da coxa I é o interno. Escudo regularmente pon-
172 £ Yo [0 2 I. aragaoi

— O espinho mais longo da coxa I é o externo. Escudo com pontuacdes
maiores na porcao mediana ............ ... ... it I. luciae

. — Escudo com bordo anterior reto ou quase reto .............. ... ..., 6
— Escudo com bordo anterior chanfrado ............. ... ... .. it 7

. — Escudo com o bordo anterior reto e com algumas pontuagdes em fila
longitudinal no angulo posterior ........... ... .. ... . e I. schulzei

— Escudo com hordo anterior reto e sem fileira longitudinal e pontuacodes
no angulo posterior ............ . i e I. amarali

. — Peritremas arredondados com 5 fileiras de fossetas bem isoladas na parte
mais larga a contar da area estigmal ........................ I. loricatus

— Peritrema elipsoide com 9 fileiras de fossetas aproximadas umas das
oufras na parte mais larga a contar da area estigmal ...... I. didelphidis
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Género Haemaphysalis

(Macho e fémea)

1. — Hipostémio com 3 fileiras de dentes de cada lado .... H. leporispalustris
— Hipostémio com 4 fileiras de dentes de cada lado ................. 2
2. — 3.0 articulo dos palpos com uma ponta retrégrada curta .. H. cinnaberina

— 3.0 articulo dos palpos com uma ponta retrégrada longa .................
.................................... H. kohlsi (= H. kochi pro parte)*

Género Rhipicephalus

1. — Escudo sem manchas e com 3 fileiras de dentes de cada lado. Peri-
tremas em virgula. Macho com 2 placas adanais de cada lado, a interna
larga e bem conformada e a acessoria pouco acentuada, terminada em
pequena ponta .......... ... e R. sanguineus

Género Boophilus

(Macho e fémea)
1. — Escudo sem manchas e sem pontuacoes. Hipostomio mais longo que os
palpos, com 4 a 5 fileiras de dentes de cada lado. Peritremas circulares.

Macho com 2 placas adanais longas, bem distintas, de cada lado do corpo
terminando posteriormente em vonta curta e aguda ....... B. microplus

Género Anocentor

1. — Escudo sem ornamentacido e com 7 festdes. Peritremas salientes, ovais,
com poucas fossetas bastante grandes. Coxas de tamanho crescente do
10a0 4% pares de patas ........ ... . i A. nitens

Género Amblyomma

(Machos)
1. — Sulco marginal distinto, limitando posteriormente todos os festdes ....
...................................................................... 2
— Suleco marginal incompleto ou ausente ............ .. .. .. ... 13
2. — Coxa I com 2 espinhos agudos e longos, sobretudo o externo que 2 en-

curvado na extremidade, ambos cobrindo o articulo seguinte, especial-
mente o externo. Escudo castanho com faixas estreitas esverdeadas ou
cor de cobre. Espécie pequena e escura ......... A. ovale (= A. fossum)
— Coxa I com 2 espinhos dos quais um em geral cobre o articulo se-
guinte ou se ambos o ccbrem, nio alcancam a metade désse articulo

...................................................................... 3

3. — Coxa IV com um espinho mais longo ou quase tao longo quanto o ar-
17 15211 1 T 4

— Coxa IV com um espinho mais curto que o articulo .................. 7

* Segundo CooLEY, H. kohlsi Aragio et Fonseca, 1951 deve ser substituido
por H. juxtakochi Cooley, 1946 que nio difere da espécie descrita por ArAGio
em 1908, ao contrario do que supunha COOLEY.
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4. — Coxa I com 2 espinhos muito desproporcionados, sendo o externo longo
e 0 interno quase obsoleto. Escudo castanho com faixas amarelas, Es-
PECIES PEOUEBNAS ... .ttt ittt it e e e s 5

— Coxa I com 2 espinhos desiguais, mas nao de tamanho muito despro-
porcionado. Escudo castanho com faixas esbranquicadas ou cor de cobre
que dao 3 regido anterior o aspecto de um pseudo-escudo fémea. Espécie

de tamanho variando de pequeno a médio ............... A. cajennense *

5. — Pretarsos 2, 3 e 4 com 2 espinhos paralelos ................ A. maculatum
— Pretarsos 2, 3 e 4 com um 86 espinho ........ ... ... . i, 6

6. — Festdoes com tubérculos quitinosos (peltae) .................... A. triste
— Festoes sem tubérculos quitinosos (peltae) ................ A. tigrinum

7. — 1.0 articulo dos palpos sem saliéncia ventral. Escudo, alargado para tras,
de cor castanha com faixas esverdeadas. Espécie grande ...... A. geayi

— 1. articulo dos palpos com saliéncia ventral ........................ 8

8. — Escudo sem manchas, de colorido castanho. Espécie muito pequena .....
............................................................. A. parvum

— Escudo COm ManChas ... ... .. it e e e e e 9

9. — Espinhos da coxa I iguais ........... ... i 10
— Espinhos da coxa I desiguais ou subiguais, curtos e separados ...... 11
10. — Coxa I com 2 espinhos iguais e um tanto fortes. Escudo castanho escuro
com manchas, dando 4 regidao anterior o aspecto de um pseudo-escudo fé-

mea. Espécie de tamanho médio ........................... A. coelebs

— Coxa T com 2 egpinhos iguals, mas {racos e pouco longos. Escudo cas-
tanho claro com manchas esbranquicadas nas porcoes laterals. Espécie

o 110 {1 (=3 2 - T A A. oblongoguttatum

11. — Escude castanho claro com manchas esbranquicadas. Peritremas ovais
muito largos. Espécie de tamanho médio ................. A. cooperi **

— Escudo castanho escuro. Peritremas em virgula .................... 12

12. — Escudo castanho avermelhado com algumas manchas amareladas nos la-
dos. Pontuacdes numerosas por tdéda a superficie do escudo. Espécie
muito pequena ...... ...t A. auricularium

— Escudo castanho escuro com varias manchas amareladas proximas da
margem. Pontuag¢bes pouco numerosas sobretudo na por¢io mediana do

escudo. Espécie pequena ................ ... A. pseudoconcolor

13. — Sulco marginal incompleto ........ ... .. ... . 14
— Sulco marginal ausente ......... .. e 18
14. — Base do gnatossoma largamente hexagonal, Escudo castanho escuro com

faixas esverdeadas ou amareladas. Espécie grande, estreita e escura
.......................................................... A. longirostre

— Base do gnatossoma quadrangular ........... ... il 15

15. — Coxa I com 2 espinhos longos quase iguais, cobrindo o articulo seguinte,
sobretudo o externo. Escudo de fundo castanho claro, predominando o
colorido amarelado. Espécie pequena, oval estreitada e clara ..........
........................................ A. aureolatum (= A. striatum)

— Coxa I com 2 espinhos muito mais curtos e desiguais, cobrindo sé pe-
quena parte do articulo seguinte ......... .. ... .. .. il 16

16. — S6 a coxa I com 2 espinhos, tendo as restantes um sé espinho. Escudo
castanho escuro com manchas, Festdes prolongados por liminas quiti-

nosas (peltae) largas nio incisadas. Espécie robusta e de tamanho mé-

QIO . e e A. scalpturatum

* No Ms#xico e no sul dos Estados Unidos da América do Norte também
o0 A. imitator Kohls, 1958,

**  Sepundo SanTos Dias, em 1958, o Amblyomma Iutzi Aragio, 1908 precede
de mais de um més a descricdo do A. cooperi por NuTALL & WARBURTON, devendo,
pois, prevalecer 0 nome proposto por ARAGAO.
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17.

18.
19.
20.
21.
22.

23.

24,
25.

26.

27.

28.

29.

Hipostomio com férmula 4/4. Peritrema de grande desenvolvimento.
Festdes ndo prolongados por laminas quitinosas salientes. Espécie pe-
L0 0 L o e A. tasquei*
Coxa I com 2 espinhos, os 2.° e 3. pares com 2 pequenos tubérculos, o
interno mais conspicuo e o do 4.° par com espinho externo longo e
um interno reduzido a um pequeno tubércule. Hipostémio com formula
3/3. Peritrema de tamanho normal. Escudo castanho claro com man-
chas amareladas. Festées prolongados por laminas quitinosas (peliae)

salientes nio incisadas. Espécie pequena ................ A. brasiliense
Coxa IV com um 80 espinho ........... ... .. . . . it i9
Coxa IV com 2 eSPIinnoS ..ottt e et e 30
Coxa I com um sd espinho ......... ... ... ... ..o .. A. albopictum
Coxa I com 2 espinos ...ttt 20
Hipostémio com 3 fileiras de dentes de cada lado ................... 21
Hipostémio com 4 fileiras de dentes decada lado .................... 28
Coxa II com 2 espinhos. Espécie pequena ................... A. scutatum
Coxa II com um S0 espinho . ... ... ... . . . i 22
Coxa IV com um espinho mais curto que o articulo ................. 2

Coxa IV com um espinho tdo longo quanto o articulo. Espécie de ta-
manho médio ............oiiiiiiiii e A. calcaratum
Festdoes com prolongamentos quitinosos incisados. Espécie de tamanho
o911 B 1o T A. incisum
Festies sem prolongamentos quitinosos incisados ................... 24
Espécies de grandes dimensdes, com idiossoma de mais de 0,5 cm .... 25
Espécies de pequenas dimensdes, com idiossoma de menos de 0,5 cm .. 26
Escudo dorsal de cor castanha quase preta com desenhos esverdeados.
Espécie grande e muito alargada .............c.ovirni.... A. varium
Escudo dorsal de colorido pardo amarelado desenhando-se na regido an-
terior um pseudo-escudo fémea. Espécie grande e alongada .... A. pictum

Palpos muito nodosos. Escudo de colorido castanho com manchas dou-
radas que na porcao Antero-lateral apresentam o aspecto de um “Y”.
Espécie de tamanho médio ............ ... iiiiiiinninnnn.. A. nodosum
Palpos NEA0 NOGOSOS ...ttt itiit it iantetnneeanetennaneninennanesnns 27
Escudo plano, castanho, com colorido amarelado ou acobreado, com nu-
merosas pontuacoes largas e superficiais. Face ventral eom tubérculos
mamiliformes correspondendo ao bordo interno dos festdes, exceto o pri-
meiro e o mediano, visiveis mesmo ao exame pela face dorsal, tal como
nas fémeas. Espécie pequena .............eeveunnn.. A. mantiquirense
Escudo abaulado, castanho, com algumas manchas pouco distintas e nu-
merosas pontuagdes finas regularmente distribuidas. Espécie pequena

............................................................... A. pacae
Escudo castanho escuro sem manchas e com pequena elevacio arredon-
dada submediana. Espécie pequena ...................... A. goeldii **
Escudo castanho sem pequena elevacao arredondada submediana ... 29

Escudo plano, castanho acinzentado, claro, com orla amarelada e pon-
tua¢des pouco abundantes grandes e profundas quase ausentes na por-
cao mediana, Coxa IV com espinho curto. Espécie larga e de tamanho
IMEAI0 ... e e e A. fuscum
Escudo castanho escuro, com manchas acobreadas e numerosas pon-
tuagées grandes e aproximadas. Coxa IV com espinho muito longo. Es-
pécie de tamanho grande ................ ... A. mulltipunctum

Segundo FrocH & FAURAN, em 1958, A. romitii Tonelli-Rondelli, 1939

tem prioridade sObre A. tasquei Floch et Abonnenc, 1940.

Segundo SanTos Dias (1958) os exemplares existentes no Museu de Paris

e considerados tipos do Amblyomma fuscomaculatum (Lucas, 1873) sio, na opi-
niado de NEUMANN, que assim os rotulou, e na sua prépria, idénticos ao A. goeldii
Neumann, 1899, devendo prevalecer, portanto, a denominac¢ao proposta por Lucas.
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30.

— Escudo castanho com manchas amareladas ou acobreadas predominan-

tes, que na porcao anterior tomam o aspecto de um pseudo-escudo fé-
mea. Pontuacdes numerosas muito grandes, entremeadas de outras me-
nores, tanto umas como outras irregularmente distribuidas. Espécie de
tamanho médio. Espinho interno da coxa IV as vézes ausente ..........
.......................................................... A. dissimile *
Espécie de tamanho pouco acima do médio. Escudo castanho quase préto
com manchas acobreadas, as vézes pouco visiveis, salvo duas manchas li-

neares situadas nas zonas escapulares, caracteristicas da espécie. Pon-

tuacoes numerosas nao muito grandes espalhadas pelo escudo ...........
............................................................ A. humerale

Género Amblyomma

(Fémea)
Coxa IV com um 80 eSPInho ... it i i e e 2
Coxa IV com 2 espinhos, em geral curtos ................... ieve.. 29
Hipostomio espatulado. Escudo subtriangular ou cordiforme ........ 3

Hipostémio lanceolado. Escudo alongado, quase losangico, de cor cas-
tanha com manchas esverdeadas na por¢cio mediana. Espécie de tama-
nho médio antes de sugar e muito grande grande quando cheia ........
.................................................... ..... A. longirostre

Hipostémio com 3 fileiras de dentes ............ ... iiiiiiiiiiann.. 4
Hipostomio com 4 ou 5 fileiras de dentes .......... .. .. ... ... ...... 25
Coxa I com 2 espinhos maiores que 0 comprimento do articulo ...... 5
Coxa I com 2 espinhos dos quais um pelo menos mais curto que o com-
primento do articulo .......... ... . . i 6

Coxa I com 2 espinhos muito longos sendo o externo terminado em ponta
aguda e ligeiramente encurvada. Pontuactes do escudo profundas, um
tanto desiguais e desigualmente distribuidas. Manchas esverdeadas ou
acobreadas deixando ver areas escuras um tanto extensas. Espécie de
tamanho médio .............coiiiiiiiiiiiiaiann. A. ovale (= A. fossum)
Coxa I com 2 espmhos muito longos, subiguais, o externo nao encurvado.
Pontuacdes do escudo profundas, iguais e mais regularmente distribui-
das por todo éle. Escudo praticamente todo amarelado ou coér de cobre.
Espécie de tamanho médio ............... A. aureolatum (= A. striatum)
Coxa I com 2 espinhos muito desiguais sendo um tdo longo que atinge
o articulo seguinte e o outro quase obsoleto .........................

Coxa I com 2 espinhos iguais ou desiguais mas nao muito despropor-
[ Ty o X' (o - A 9

Pretarsos 2, 3 € 4 com 2 espinhos paralelos ............... A. maculatum
Pretarsos 2, 3 e 4 com um s6 espinho ......... .. .oiiiiiiiiiineannn.. 8
Festoes com tubérculos nos angulos postero-internos .......... A. triste
Festoes sem tubérculos nos angulos péstero-internos ........ A. tligrinum

Escudo castanho com ou sem manchas e com pontuagdes superficiais ou
um tanto profundas, iguais ou desiguais, mais ou menos regularmente
distribuidas. Sem tubérculos mamiliformes nos festdes, com exceciao de
L X R A 10
Escudo com bordos castanhos e centro amarelo ou acobreado com pontua-
coes largas e superficiais especialmente numerosas nas porcoes laterais,
pontuacoes essas entremeadas de outras finas mais abundantes na por-
cao posterior. Festoes com tubérculos mamiliformes sal'entes no angulo
£ 8 67 o o Lo S A. mantiquirense

Em 1958 SanTos Dias exprime a opinido de que o Amblyomma dissimile

Koch, 1844 nada mais é do que 4. bibroni (Gervalis, 1842), nome éste que devera
prevalecer.
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10. —

11, —

12. —
13. —
14, —

15. —

16. —

17. —

19. —

20. —

21, —
22, —

23. —

*

* %

Escudo com vestigios de depressdes laterais, cordiforme e de bordos si-

D¢ 10 10 7] 0 1< O 11
Escudo sem vestigios de depressdes laterais e quando cordiformes os bor-
AOS SAD SINUOSOS ..ot ittt et et e 12
Escudo castanho avermelhado com raras manchas amareladas situadas
lateralmente. Espécie pequena ................c.ccou.... A. auricularium
Escudo castanho pardo, com varias manchas amareladas sobretudo nas
porcoes laterais. Espécie pequena .................. A. pseudoconcolor
Escudo subtriangular ............. ..o s 13
Escudo cordifOrmme .. ....ovr it e e 19
1.0 articulo dos palpos com saliéncia ventral ....................... 14
1.0 articulo dos palpos sem saliéncia ventral ........................ 16
Escucdo dorsal geralmente sem manchas ou com manchas muito discre-
tas. Face ventral com pélos. Espécie muito pequena ........ A. parvum
Escudo dorsal com manchas conspicuas ............c.ocieuiinvnin.nnn 15

Mancha esbranquicada central do escude interrompida na por¢ao me-
diana posterior por uma faixa escura longitudinal. Peritremas de forma
oval larga. Espécie de tamanho médio .................... A. cooperi*
Mancha esbranquicada central do escudo reduzida a pequena area pos-
terior, nao interrompida na regiio mediana. Espécie pequena.

.................................................... A. oblongogutiatum
Escudo castanho com manchas pouco aparentes nos lados e na porcao
anterior. Pontuacdes finas muito numerosas, regularmente distribuidas.

ESpécie PeQUENA .. ...t e A. pacae
Escudo com manchas bem aparentes, brancas ou acobreadas. Pontuacdes
de tamanho médio irregularmente distribuidas ..................... 17

Apice dos festdes com pequeno tubérculo no angulo interno; sem pro-
jecio mais escura que o tegumento em situagio postero-lateral no orifi-
cio genital .............. e 18
Apice dos festdes sem tal tubérculo; projecao romba mais escura gue o
tegumento, de situacio postero-lateral e fazendo saliéncia para dentro
do orificio genital ........ . ... . .. A. imitator * *
Escudo castanho escuro com manchas esbranquicadas ou acobreadas nio
interrompidas na porcao média posterior. Apice dos festdes com um
pequeno tubércule quitinoso no angulo interno. Face dorsal pilosa. Es-
pécie muito freqiiente e de tamanho médio ............... A. cajennense
Escudo castanho claro com angulo posterior largo, e algumas manchas
acobreadas pouco densas irregulares no centro e nos lados. Olhos situa-
dos no nivel do meio do escudo. Espécie muito rara e de tamanho meé-

o 5 o T OO A. parkeri
Base do gnatossoma quadrangular .............. .. ... oiii., 20
Base do gnatossoma subtriangular ou trapezoidal .................. 23
Escudo amarelo palido ou com manchas pardas ................... 21
Escudo castanho escuro com manchas esbranqui¢adas ou acobreadas
..................................................................... 22
Escudo amarelo sujo. Espécie muito grande .................. A. pictum
Escudo com manchas pardas. Espécie pequena ............ A. scutatum
Fossetas cervicais longas, em “S”. Espécie de tamanho médio ..........
.............................................................. A. coelebs
Fossetas cervicais sob a forma de depressoes curtas. Espécie de tama-
Dho MEAI0 ... ... e A. nodosum
Escudo pardo vermelho ou pardo marron ................ceecnenenan 24
Escudo quase préto com manchas esverdeadas. Espécie grande, sendo
enormes as fémeas quando repletas .............. ... .. ... A. varium

Ver nota feita a propdsito do macho desta espécie.
Muito préximo de cajennense mas s6 ocorrendo no sul dos Estados Uni-

dos e México.
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24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32,

*

Cornua saliente. Espéc’e de tamanho médio. ............ A. calcaratum
Cornua pouco pronunciado. Espécie grande, com idiossoma de mais de

0,56 cm na fémea jejuna .......... ... i A. geayi
Hipostomio com 4 fileiras de dentes ........ ... ... . it 26
Hipostomio com b5 fileiras de dentes. Espécie de tamanho acima do
oo U= & Lo A. multipunctum
Escudo castanho escuro com manchas esbranguicadas ou acobreadas, ex-
113 0 0 - 27
Escudo castanho claro sem manchas ..........c.c.oviiiirieuennnnnn.. 28

Escudo com manchas esbranquicadas ou acobreadas tomando quase toda
a superficie. Apice dos festdes com um pequeno tubérculo quitinoso no
angulo interno., Espécie de tamanho médio ............... A. incisum
Escudo com umg mancha esbranquicada ou acobreada no angulo pos-
terior. Apice dos festdes com tubérculos quitinosos largos e pouco sali-
entes no angulo interno. Espécie robusta, de tamanho meédio ..........
....................................................... A. scalpturatum
Escudo castanho brilhante com numerosas pontuacdes pequenas e iguais.
ESpécie PEOUBNA ... ..ottt e e A. goeldii *
Escudo castanho fosco com cérca de 30 pontuacdes finas, umas e outras
mais numerosas nas porcoes laterais. Espécie de tamanho médio .......

.............................................................. A. fuscum
Base do gnatossoma com Angulos pdstero-laterais salientes ......... 30
Base do gnatossoma com angulos pdstero-laterais nao salientes ..... 31

Escudo subtriangular com angulos escapulares paraleles aos bordos. Tu-
bérculos quitinosos no angulo interno do apice dos festoes. Espécie pe-
[0 R0 =) o - A. brasiliense
Escudo subtriangular, com duas manchas escapulares e alongadas, para-
lelas aos bordos. Apice dos festOes sem tubérculos quitinosos no angulo

interno. Espécie de tamanho acima do médio ............ A. humerale
Hipostomio com férmula 4/4 ... ... ... ... ... ... .. ...... A. tasquei **
Hipostdémio sem formula 3/3 ... ... ... ... .. .. . ... ... ... 32

Escudo com cérca de 12 pontuagdes muito grandes e profundas na por-
cio antero-lateral, entremeadas de outras menhores, que também exis-
tem na regiio média. Espécie de tamanho médio a pequeno. Espinhos
das coxas pontudos ... ... ... A. dissimile ***
Escudo com pontuacdoes médias e pequenas mais numerosas nas por-
cOes laterais anteriores. Espécie de tamanho médio. Espinhos das coxas
TOIMIBOS ... A. rotundatum

Leia-se a nota existente na chave para os machos, a propdsito desta

espécie.

* %

Sobre a sinonimia para éste nome veja-se o referido em nota na chave

para os machos.

* % ¥

Sobre a sinonimia para éste nome veja-se o referido em nota na chave

para os machos.
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ANEXO 2

CHAVE PARA OS GENEROS DE IXODIDAE QUE OCORREM
NA REGIAO NEOTROPICAL, BASEADA EM GUIMARAES ET
AL. (2001), COM ADAPTACOES

1. Sulco anal posterior ao anus, podendo ser bem definido ou indistinto.............cccccccveeennnns 2
- Sulco anal anterior ao &nus, sempre bem definido...........cccceiiiiiiiiiii Ixodes
P22 @ 1 To T o] (=1ST= g1 (=T P 3
- Olhos ausentes; palpos curtos e largos, o 2° articulo com angulacdo externa bem
Lo 1T =] o Tor = Vo = USSPt Haemaphysalis

3. Palpos mais largos do que longos ou no maximo com a largura igual ao comprimento.....4
- Palpos mais longos do que largos, com o segundo articulo mais do que duas vezes o
comprimento do terceiro; escudo com padrdes de cores (maioria das espécies); machos
SEM PlACAS VENTIAIS.....eeiiiiiiiiiie ettt e e e e Amblyomma

4. Base dorsal do capitulo hexagonal (e); machos com 2 a 4 placas adanais (f) — carrapatos
de tamanho meédio ou pequenos, escudo geralmente sem padrdes definidos de
(o0 (o] = Tox- Lo TR PP TS PP P PP TPPPPI Rhipicephalus
- Base dorsal do capitulo retangular; machos sem placas adanais (carrapatos grandes,
escudo com ou sem padrbes definidos de cologédo); machos com coxas de tamanho
crescente, N0 SENLIAO [-1V ... .. e Dermacentor

Fonte: Barros-Battesti (2006).
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ANEXO 3

PROTOCOLO UTILIZADO PARA DIS§ECAQAO DOS
CARRAPATOS (SEM ADAPTACOES)
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Examination of the Internal Morphology of the Ixodid Tick,
Amblyomma maculatum Koch, (Acari: Ixodidae); a “How-to”
Pictorial Dissection Guide

Edwards, K. T." J. Goddard’, and A. . Varela-Stokes®.

'Department of Entomology & Plant Pathology, Mississippi State University, Mississippi State, MS,
*Department of Basic Sciences, Mississippi State University, Mississippi State, MS.

Received: 24-X1-2008 Accepted: 21-1-2009

Abstract There is inadequate documentation of how to dissect ticks, a process required
for many tick and disease studies. While the literature may contain numerous line
drawings and instructions describing the process, none is adequate for the novice tick
dissector. We present a “how-to” description and pictorial essay outlining our approach to
tick dissection. The ticks used in this study were adult male and female Gulf Coast ticks,
Amblyomma maculatum Koch, though the methods described herein could be applied to
any species. None of the A maculatum specimens we dissected adequately
demonstrated ovaries, so we used one female A. americanum L. tick that we found to
show them more clearly. The tissues targeted in this study included salivary glands,
midgut, Malpighian tubules and ovaries. Tracheae are also delineated because they
might easily be confused with Malpighian tubules.

Keywords Amblyomma maculatum, Gulf Coast tick, dissection, methods

Introduction

There is copious scientific literature on the anatomical structure of ixodid ticks (Acari: Ixodidae), as well as
descriptions of the physiology (Obenchain and Galun 1982, Sonenshine 1991, Buczek 1999) of their
digestive tracts and diagrams of their internal anatomy (Douglas 1943, Obenchain and Galun 1982).
There are also stunning scanning electron microscopy images of tick mouthparts and other structures that
are readily available on the Internet (Balashov lu and Raikhel 1973, (Pickering 2008)). However, there is
inadequate documentation of how to dissect a tick (Balashov 1968, Obenchain and Galun 1982), a
process required for many tick and disease studies (Goddard and Norment 1986, Goddard 2003). The
literature contains numerous line drawings (Balashov 1968, Obenchain and Galun 1982) and instructions
describing the process, but none is adequate for the novice tick dissector. One possible exception is
found on a web page hosted by the lowa State University Department of Entomology, where a limited
midgut dissection sequence is presented for Ixodes scapularis Say (VanDyk 2001). However, for the
most part, unless one has the guidance of an individual who is both knowledgeable and skilled in tick
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dissection, it is extremely difficult to teach oneself the complete tick dissection process from currently
available materials.

Since there is little assistance in the literature on how to dissect ticks, and specifically, how to
identify structures at each step of the dissection, our tutorial is intended as a stand-alone document to
guide an individual who is new to the process through the necessary steps. We offer a “how-to”
description and pictorial essay outlining our approach to tick dissection. The ticks used in this study were
adult male and female Gulf Coast ticks, Amblyomma maculatum Koch, though the methods described
herein could be applied to any species. None of the A. maculatum specimens we dissected adequately
demonstrated ovaries, so we used one female A. americanum L. tick that we found to show them more
clearly. The tissues we targeted are those we were analyzing for our research and are commonly
dissected. Specifically, we included salivary glands, midgut, Malpighian tubules and ovaries in this study
(Figure 1). Tracheae are also delineated because they might easily be confused with Malpighian tubules.

Approach

The following is a step-by-step pictonal description of the dissection of the Gulf Coast tick, A. maculatum.
Note: since field-caught ticks are potentially infected with a variety of disease agents, a few precautions
might be necessary. For example, a white board with double-sided sticky tape around the edges may be
used to sort ticks, and gloves should be used during dissection since the infectious status of ticks is often
unknown. In addition, aerosolization of tick fluids is possible as tick parts are mixed with saline and should
be avoided by wearing a mask during the dissection process. All ticks, parts, fluids, and supplies should
be disposed of in clearly marked bichazard bags after completion of tick dissections. The dissection
process Is described in the following steps, shown pictonally following the text:

1. Prepare a small Petri dish ahead of time by pouring melted paraffin into the bottom and
allowing it to cool and to solidify.

2. Bnefly heat the center of the small paraffin-filled Petn dish. (We found that a simple approach
was to use the tip of a glue gun to melt the paraffin, but a heated spoon might also suffice.)

3. Once the paraffin is warm and starts to melt, gently grasp the tick with forceps, pressing its
legs and ventrum into the heated paraffin thereby immaobilizing it and restraining its legs.

4. Cover the tick with a drop of phosphate buffered saline (PBS). This is an important step
because it prevents desiccation of the tissues.

5. Remove the scutum with a microscalpel by first cutting across the dorsal shield at the most
anterior point, just distal to the basis capitulum. (A regular scalpel is much too large and we
therefore recommend using a microscalpel.)

6. Continue cutting around the edge of the scutum, inserting the microscalpel into the groove
just inside the festoons. Lift the dorsal exoskeleton by using forceps held in one hand while
carefully dissecting the attached muscles and connective tissue with the microscalpel in the
other hand. Cut the dorsum and remove completely.

7. At this point, connective tissue and tracheae are apparent and usually have to be removed in
order to observe deeper structures.

8. Observe the anterior salivary glands. These are clear, grape-like structures at the proximal
end of the tick. There are also other sets of salivary glands located near the midgut.

9. Observe the gut. The gut is a dark red, spider-shaped structure.

10. Tracheae can be seen originating from spiracular plates and must be differentiated from
Malpighian tubules.

11. Observe the Malpighian tubules. These tubules are clear, thin, tube-shaped structures that
often contain urea, which appears white within the tubules. Connective tissue or tracheae
might also appear white, but these are flat and wispy rather than tube shaped. Further
distinction between tracheae and connective tissue is often challenging. Tracheae onginate
from spiracular plates but connective tissue often lacks obvious organization.

12. Observe the ovaries. These appear as an inverted U-shaped structure distal to the rectal
sac.

@ 2009, Mississippi Entomological Association
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Please note: All figures refer to Amblyomma maculatum Koch ticks unless otherwise stated.

i

53

‘;"Nh-/.
D

Figure 1. Line drawing of structures that may be observed during dissection (Original art work ‘by Sylvia
Bumett, Mississippi Department of Health; modified by senior author).

© 2009, Mississippi Entomological Association
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Steps 1 and 2: Using glue gun to melt paraffin in Petri dish.

Step 3. Tick imbedded in paraffin.

© 2009, Mississippi Entomological Association
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Step 4. Female embedded in paraffin, covered with PBS; dorsal view.

Step 5. Male embedded in paraffin; dorsal view. Preparing to remove scutum (bracket) with microscalpel
starting at basis capitulum (arrow).

© 2009, Mississippi Entomological Association
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Step 6. Female; scutum removal.

Step 6 (cont.). Female; scutum removed (arrow).

© 2009, Mississippi Entomological Association
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Step 7. Female; scutum removed. Connective tissue and tracheae (Philip and White 1955) are visible in
contrast with the surrounding gut (dark).

Step 8. Female; scutum removed. The complete gut is now visible, as are the anterior
salivary glands (arrow).

© 2009, Mississippi Entomological Association
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Step 8 (cont.). Female; close-up of salivary glands (arrows) near midgut.

© 2009, Mississippi Entomological Association
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Step 10. Male; tracheae (arrows) originating from spiracular plates.

© 2009, Mississippi Entomological Association
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Step 11. Male; Malpighian tubules (curved arrow), rectal sac (white arrow), and midgut
(black arrow).

© 2009, Mississippi Entomological Association

122



Midsouth Entomologist 2 38

Step 12. Gut removed and ovaries (arrow) in a female A. americanum tick.

Step 12 (cont.). Close-up of previous tick with gut removed to reveal ovaries (arrow)
in a female A. americanum tick.

© 2009, Mississippi Entomological Association
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ANEXO 5

FORMULARIO DE CARACTERIZACAO E DEPOSITO DE AMOSTRA

Ministinoda Salde : s

FIBCRIAE i

Fundagln Gewalds Crus ._7_1. =
‘r:'_l.[-"ul\n.

Labormisric de Pesuss am Leshmaniose j:. 'l;

Colecio da L do Imekicic Cuembdo Cnux

Laboruisric de Heferliccs Mecorsl e | ipsgen de Leiatroess L

Colacio da Catrimmans So el ke Dersnalsn Crur - DU =900 S350
Emrvica de b, el B e & [

Solicitagdo de Caracterizagio elou Deposito de Amostrais) de Leishmaniz

Tipe da Solkcitacioc
{ ® ) Caracterizagio com Dapdslio; [ ) Caracterizagio sam Depastis
DADOS DO DEPOSITANTE

3CD 72012

Home: Gustavo Adolfn Slema Romen

Vincule Instucional: Professar

Laboratdrie: Laboratdro g2 Lelshmaniosas - Lablelsh

Departamento: Micleo de Medicing Trooleal

In=titulgAo: Unlversidade de Brasila

Endarepr compein: Campus Universiario Darcy Ribein, Asa Morte, Brasllia, DF. T0%04-970 Caixa postal 04517
Talafonsd Fax- 61 31071840 & 61 31071843

E-mall: gromer@unt. by, romgustavadgmail.com,

DaDDSs DA AMOSTRA

CopailCOodgo Latamsi: de oiigen seu cutna Celegle)] ARHEBRZD1 1MMMT-DF-2595

Natoreza do Bolamento icogedc=; Bhipicephalus sanmpainens

Forma chindea: (2 )LV { JLC [ JLM( ) Difu=a [ ) Disseminada

O lzcdamento fod Reallzado: | @] Anfes do Iniclo do Tratamento | ) Apés o Ink:lo do Tratamento

O Izolamento 88 rafera: | ¥ | 4o Primsaing lsclamsnto deste Hoapadelro | | & uma Lesdo Recidiva | | & uma Lasdo
Primarta | | & uma Lesdo Secundarta

& capa fol solada a partir da- | | BIOPSIA DE LC | | Aspirado oe LC | | Medula-Os=aaa [ ) LInfonodo [ )

Ouitros jaspecificar): Conedoo intestingl 4o camapan

algum Matodo Dlagnastics fod Utilizado Antss ou Apos o lzolamento da Cepa? [ | Sorologhco | x ) Mokecular | )
Imprint Em Limina | ) Ouiro: Favor aspeciicar & metodologla utilizada & o8 resultades obfldos: PCR EDMNA no 030
de ande fol coletado o carrapato

Local oo Iselamento (PabuE seiaiiue iz DS Feosral

Data do leolamenta: 200022011

Mitodo de Eolamento; Cultura em meio semistics DFco Blood Base Agar com 15% sangue de cosiho

amostra Ja fol caractarizada? jen s p g ixghi 1 ity

{ yNao [ x) Sim [NEp70-RFLP haelll com peml isarios 30 o L. Infartum)

INFORMACOES COMPLEMENTARES

Melo de cultivo recomendado: NHMN ou Schnelder. O E0lads cesce bem nos S0ls Meks
Av. Brand, L3485 Mangwinkor - Ria de loniro, B — CFEF 100340 - Brand
Feretliin Ladmishen Dwanr, ® ondor - ssln 16 57 onder - oode 502, 5004, 508 5004
Tel. 055 ¢I1) SREF-BITT S FBEF-S105 / 304581 72 / 30458006 - Fonc (M5S0 35658105

Puiging | di 7
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Mfinishario da Sabde
FIBCRUE
Fundagio devwaldo Crur

Laboraisria de Pesguss s Leshmanioss
Colegin da L S0 Imslbcis Duermldes Crux
Laborubdrks de Anferdech Mecorsl pare Tipsgen de Leisbroan’a

T
o Wil
“T&éﬁi‘

CLIOC

Colacho de Latrimans S0 i ke Ounwaldo Cnes - CLIOC —WDCM 731

Harvicn de imi, v ! gm L

Tipo da depdalto; | | Aberte’ | ) Restrite® | x | Fechade® | ) Flel Depositaric

Forma de ancaminhamento: | X ] Cultura Esmecifioe o mai)
{ ) Amoaira Crioprasarvada (Especges o cond:ies)

| ) Eirabo (acanes ne caso da CARAGTE RZACES)

[} OUro jupsc iz

Especiicaglies: Meio semsoido Dlood base 3gar dico com 15% sangue de coelho com Tase liquida de Schnelder com

2% EFB

Coutras INPormagoes e s
O depdshto & fechado por trés anos.

Data de anvio da amoatra: i i

alcui) olriareagias)

Local 8 Data- 1%-Jun-2042 15249

Aszzinatura Responsavel pela Sollcliagio:
Matricula ou identifcagio: FUB 302087

Autorzacio (cumdoa)

Pedldo racabldd | R e omdvel T
Data recebimento da amostra; I
Ordem de Enfrada:

1. (ABERT 4 Sam L i da
Z (REATRITO) Diatrigulcl o autenitmin apais fan akjume Failusbes ou
(= s T

v Brani, L3465 )

% [FECHADD) A datribuichs da armesire alo el auloizeda
ROTA: W caio de depdalts REETRITO cu FECHADD & soliclads dew

spacifical & afpa il Giie o rarnia
calegciin
4 A dhic i Folenrning e f it ado da botal

P da &2 arveo, sanlefedl Esim @
CLIOC da s

~ iy ol Sowwrivn, B — CEF 2 IME-366 — Bl

Fervidhiio Ladridan Dyane, 1" andor — aska 16 v Fander — sala 582, 500-4, 508, 5004
Tl MISE) (20 3R4F-LITT/ FRAF-CPRE / 30450172/ AREE LI - Fam DMIRS) (20} 38652105

Pping 2 de T
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ANEXO 6

RESULTADO DA CARACTERIZACAO DE ESPECIES POR
ELETROFORESE DE ENZIMAS

Ministério da Salde

FIQCRUZ

Fundagio Oswaldo Cruz

Instituto Cewaldo Cruz

Laboratorio de Pesquisa em Leishmaniose

Colecio de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC - WDCM 731
Servigo de isolamento, cultivo e tipagem de Leishmania

RESULTADO DA CARACTERlZA(;;&O DE ESPECIES POR ELETROFORESE DE ENZIMAS
FORMULARIO N°: ER 10/2012
SolicitagSo (s) n® 1872012
Solicitante (nome e instituigo): Gustavo Adolfo Sierra Romero
Laboratério de Leishmanioses — Nicleo de Medicina Tropical - UNB

Dhata da entrada da amastra na CLIOC: 13706/2012

Dhata da Iib-era-;:ﬁn do resultado: 16/07/2012

Ordemn de
Amostra Entrada Forma de Resultado da 1oC-L
cLIoC recebimento caracterizagao
ARHIBR/2011/NMT-DF-2585 0232012 Cultura L.infantum 3377

L. infanfum - sin. L. chagasi (ver Kuhls K. Alam MZ. Cupolile E, Femeira GEM, Mauricio IL, et al. 2011. Comparative
Microsatelite Typing of Mew World Leishmania infanfum Reveals Low Heterogeneity among Populations and Its Recent
0ld Werd Origin. PLoS Negl Trop Dis 5(3): 1155, doi-10.1371/joumal.pntd_0001155.

Enzimas ensaiadas:
ME MDH ACP GBPDH PGM 6PGDH GPI FUM MP1
- — o — iy - - —

DH

IDH |
MADE  NAD PEFD PEPDZ FEFD3 ACON HK NH
\!/ — — — p— —_— p— p—

Méfodo wtiizado: MLEE [mulfiocus enzyme electrophoresis) seguindo protocolo descrito em
Cupaiiife ef al 1384, Am. J. Trop. Med. Hyg.

Registro do ensaio

Formulario de ensaio isoenzimatico [Form-LRNTL/CLIQOC-027-001]: pag 12

Executado por: Conferido por:
Mariana Boité Eliza Cupoililia
Tecnologizta Pesguisador- Curadora GLIOG

Rio de Janeiro, 16 de julho de 2012

Av. Brasil, 4 365 Manguinhos — Rio de Janeiro, RJ — CEF 21040-361 — Brasil
Pawilhdo Lednidas Deane, 5° andar — zala 509 e 1% andar — sala 118
Tel.: (0055) (21) 3865-8226 / 3065-8195 — Fax- (D055) (21) 38965-8135
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APENDICE 1

UNIVERSIDADE DE BRASILIA — Ntcleo de Medicina Tropical

Yeahdorom - O S0/ )1

ULCAO Y YO

Luciana Alves de Quadro
Secretéria-Dival
Mat. 156.774-8

Brasilia, 28 de junho de 2011.

A Coordenagio da Divisdo de Vigilancia Ambiental do Distrito Federal
Senhor Coordenador,

Estamos desenvolvendo um projeto de mestrado do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina Tropical da Universidade de Brasilia intitulado
“Estudo de Rhipicephalus sanguineus como Potencial Vetor de
Leishmaniose Visceral Canina no Distrito Federal”. Trata-se de um estudo
que propde a colaboragéo entre o Laboratério de Leishmanioses do Nucleo de
Medicina Tropical/UnB, o Laboratdrio de Parasitologia e Biologia de Vetores,
Faculdade de Medicina/UnB e a Coordenag@o de Vigilancia Ambiental do
Distrito Federal, sob a orientagdo dos professores Gustavo Romero e Rodrigo
Gurgel Gongalves.

O estudo, pioneiro no Distrito Federal, terd a finalidade de identificar a
presenca de Leishmania em espécimes de R. sanguineus que parasitam caes
e estudar a possivel associacdo entre a presenca do protozoario nos
carrapatos e o estado de soropositividade para leishmaniose visceral nos caes
ectoparasitados.

Desta forma, solicitamos a colaboracdo da equipe da DIVAL e a
autorizaggdo formal para que a mestranda Viviane Medeiros Silva possa
realizar as coletas dos_ectoparasitos na Divisdo de Vigilancia Ambiental

juntamente com os responsaveis pelo Nucleo de Animais Domésticos.

Nucleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970. Contatos: Viviane Medelros Sllva telefones
(61) 3107-1930 / (61) 9648-7559, vianemedeiros@gmail.com, ia > 1
Gustavo Adolfo Sierra Romero (61) 3107 1843 ou 31071840 Rodngo
Gurgel Gongalves (61) 3307-2259, 1 :
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) :
e UNIVERSIDADE DE BRASILIA - Nucleo de Medicina Tropical

Apos finalizacdo da dissertacdo de mestrado discutiremos e informaremos
oficialmente os resultados da pesquisa & Coordenacgéo para aprimorar as
acdes de vigilancia. Ressaltamos que as publicacdes eventuais sobre os
resultados da pesquisa terdo a co-autoria da equipe colaboradora da DIVAL

Ficamos a disposicéo para qualquer esclarecimento,

Atenciosamente,
)
e
/
<:;—d—\<( k_ A
Gustavo A. $”Romero Rodrigo Gurgef'Gongalves
Orientador Co-Orientador

/quxmp WA 4/ |

Cleudson Nery de Castro
Coordenador do Nucleo de Medicina Tropical - UnB

Nucleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970. Contatos: Viviane Medeiros Silva - telefones
(61) 3107-1930 / (61) 9648-7559, vianemedeiros@gmail.com, DU :
Gustavo Adolfo Sierra Romero (61) 3107-1843 ou 31071840; (oo i , Rodrigo
Gurgel Gongalves (61) 3307-2259,
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APENDICE 2 — Quadro Geral de Resultados

Céo ELISA RIFI DPP PCR n de Estadio/sexo dos carrapatos PCR (kDNA) G. Salivar PCR (kDNA) Intestinos Culturas
(kDNA) Carrapatos (n 44 pools) (n 44 pools)
Sangue
Canino
Fémeas | Machos | Ninfas | Fémeas | Machos Ninfas Fémeas | Machos Ninfas
01 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 01 01 Negativo Negativo
02 Nao N&o Positivo Negativo | 06 04 02 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente realizado
03 Nao Né&o Negativo | Negativo | 05 05 Negativo Negativo
reagente realizado
04 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 06 05 01 Positivo Positivo Positivo | Negativo Positivo
(Fémeas)
05 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 07 05 02 Positivo Negativo Positivo | Positivo
06 Nao N&o Negativo | Negativo | 05 02 03 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente realizado
07 Nao Né&o Negativo | Negativo
reagente realizado
08 Nao Nao Negativo | Negativo
reagente realizado
09 Nao Nao Negativo | Negativo
reagente realizado
10 Reagente | 1/40 Positivo Positivo
11 Reagente | Nao Negativo | Positivo 01 01 Negativo Negativo
reagente
12 Nao N&o Positivo Negativo | 02 01 01 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente realizado
13 Nao N&o Negativo | Negativo
reagente realizado
14 Nao Nao Negativo | Negativo
reagente realizado
15 Reagente | Nao Negativo | Negativo | 03 03 Positivo Positivo
reagente
16 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 06 04 02 Positivo Positivo Positivo | Positivo
17 Reagente | Nao Negativo | Negativo | 10 05 05 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente
18 Reagente | 1/80 Positivo Positivo
19 Reagente | Nao Positivo Positivo
reagente
20 Reagente | 1/80 Positivo Positivo
21 Reagente | 1/40 Positivo Positivo
22 Nao N&o Negativo | Negativo | 03 03 Negativo Negativo
reagente realizado
23 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 06 04 02 Positivo Positivo Negativo | Negativo
24 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 05 03 02 Negativo Negativo | Negativo Negativo
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25 Nao Né&o Negativo | Negativo | 06 06 Negativo Negativo
reagente realizado
26 Reagente | N&o Negativo | Negativo | 06 06 Negativo Negativo
reagente
27 Reagente | 1/80 Positivo Negativo | 04 02 02 Negativo Negativo | Negativo Negativo
28 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 05 05 Positivo Positivo Positivo
29 Reagente | 1/80 Positivo Positivo
30 Reagente | 1/80 Negativo | Positivo
31 Reagente | 1/80 Positivo Positivo
32 Reagente | 1/80 Positivo Negativo
33 Reagente | 1/80 Positivo Negativo | 02 02 Negativo Negativo
34 Nao Nao Negativo | Positivo 15 05 10 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente realizado
35 Reagente | 1/80 Positivo Positivo
36 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 08 03 05 Positivo Positivo Positivo | Positivo Positivo
(FeM)
37 Reagente | 1/80 Positivo Positivo
38 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 01 01 Positivo Positivo
39 Nao N&o Negativo | Negativo | 03 02 01 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente realizado
40 Nao Né&o Negativo | Positivo 04 02 02 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente realizado
41 Nao Nao Negativo | Negativo
reagente realizado
42 Reagente | 1/80 Positivo Positivo
43 Reagente | 1/40 Positivo Negativo
44 Reagente | 1/40 Positivo Positivo 02 01 01 Positivo Negativo Positivo | Negativo Positivo
(Fémea)
45 Nao N&o Negativo | Negativo
reagente realizado
46 Reagente | Nao Negativo | Negativo | 04 03 01 Negativo | Negativo Negativo | Negativo
reagente
47 Reagente | 1/80 Negativo | Positivo
48 Reagente | 1/80 Positivo Positivo 04 01 03 Negativo | Negativo Negativo | Positivo
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APENDICE 3

RESULTADOS DO ALINHAMENTO Blastn

Amostra Sangue Cdo 1 (2004)

SEQ 2004S BW B 008 D02: 87 bp;
Composition 18 A; 19 C; 19 G; 21 T; 10 OTHER
Percentage: 20.7% A; 21.8% C; 21.8% G; 24.1% T; 11.5%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 26.85 dsDNA: 53.6

ORIGIN

1 NNNNNNNNNN CAAAACGTGA TTTTCGGGGG ATTTTTGACG GGGTTTCTGT ATGCCAAAAT
61 GGCATTTCGC AGAACGCCCC CTACCCA

emb|X54472.1| L. braziliensis guyanesis kinetoplast minicircle (LBkDNA25)
DNA, conserved region
Length=220

Score = 107 bits (118), Expect = T7e-21
Identities = 72/77 (94%), Gaps = 4/77 (5%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 AAAACGTGATTTTCGGGGGATTTTTG-ACGGGGTTTCTGTATGCCAAAATGGCATTTCGC
60

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrer rerrrerrrerrrerrrerrret bt
Sbjct 110 AAAACGTGATTTTCGGGGGATTTTTGAACGGGGTTTCTGTATGCCAAAAT--CGTTTCGC
167

Query 61 AGAACGCCCCCTACCCA 77

FETTEE TErr e
Sbjct 168 AGAACG-CCCCTACCCA 183

Amostra Cultura Carrapatos Cdo 1 (2004)

SEQ 2004C BW B 002 A02: 88 bp;
Composition 13 A; 21 C; 14 G; 28 T; 12 OTHER
Percentage: 14.8% A; 23.9% C; 15.9% G; 31.8% T; 13.6%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 26.96 dsDNA: 54.3

ORIGIN

1 NNNNNNNNNN NNACATTTTG GCATTTTTGG CCAATTTTTG ACGGGATTTC TGCACCCATT
6l TTTCGGTTTT CGCAGAACGC CCCTACCC

gb|EU437406.1| Leishmania infantum isolate MCAN/ES/98/10445 clone

LinGpja_8

kinetoplast minicircle, complete sequence
Length=780

Score = 122 bits (134), Expect = 3e-25

Identities = 72/74 (97%), Gaps = 1/74 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 4 ttttggcatttttggccaatttttga-cgggatttctgcacccatttttcggttttCGCA
62

Sbjct 52 TTTTGGCATTTTTGGCCAATTTTTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGATTTTCGCA
111
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12609?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z8F9BNZ701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/184161274?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z8H6J9T1015

Query 63 GAACGCCCCTACCC 76

FEEErrrrrrrrnd
Sbjct 112 GAACGCCCCTACCC 125

SEQ 2004C BW CA 001 AO03: 87 bp;
Composition 13 A; 20 C; 14 G; 27 T; 13 OTHER
Percentage: 14.9% A; 23.0% C; 16.1% G; 31.0% T; 14.9%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 26.68 dsDNA: 53.6

ORIGIN

1 NNNNNNNNNN NNNACATTTG GCATTTTTGG CAATTTTTGA CGGGATTTCT GCACCCATTT
61 TTCGGTTTTC GCAGAACGCC CCTACCC

SEQ 2004C F 001 AQl: 106 bp;
Composition 2 A; 9 C; 13 G; 9 T; 73 OTHER
Percentage: 1.9% A; 8.5% C; 12.3% G; 8.5% T; 68.9%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 32.80 dsDNA: 65.4

ORIGIN

1 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NTTTCNNNTT TGNCCNNNNT NNCCNNNNNN
ol NNNTCCNGGG CGGGNNNNTG NNNNNNNNNN ANNNNNNNGG GCGGNA

Amostra Sangue Cdo 2 (2361)

SEQ 26315 completo: 128 bp;

ORIGIN

Primer BW-B
1 CCGCCCCTA TTTTTACACC AACCCCCAGT TTCCCGCCCC GGAGCCAGAA TTGGCATTTT
ol GGCATTTTTG GCCAATTTTT GACGGGATTT CTGCACCCAT TTTTCGGTTT TCGCAGAACG
121 CCCCTACCC

Primer FW

gb|EU437406.1| Leishmania infantum isolate MCAN/ES/98/10445 clone

LinGpja_8
kinetoplast minicircle, complete sequence
Length=780
Score = 165 bits (182), Expect = 6e-38

Identities = 116/129 (90%), Gaps = 9/129 (7%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 CCGCCCCTATTTTTACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCCCGGAGCCAGAattggcattttyg
61

FEE et rrrrrrrr e e e e et [l [l
Sbjct 5 CCGGCCCTATTTT-ACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCTCGGAGCCC-~ATT~~~~~ TTTG
56

Query 62 gcatttttggccaatttttga-cgggatttctgcacccatttttcggttttCGCAGAACG
120

Sbjct 57 GCATTTTTGGCCAATTTTTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGATTTTCGCAGAACG
116

Query 121 CCCCTACCC 129

Sbjct 117 CCCCTACCC 125
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/184161274?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z99JRFU701S

Amostra Sangue Cdo 3 (2595)

SEQ 25955 completa: 122 bp;

ORIGIN

1 CCGCCCCTAT TTTACACCAA CCCCCAGTTT CCCGCCCCGG AGCCGAATAT TTGGCATTTT
61 TGGCCAATTT TTGAACGGGA TTTCTGCACC CATTTTTCGG TTTTCGCAGA ACGCCCCTAC
121 cC

emb|7235292.1| L.infantum (AJS-D2PST) kinetoplast DNA

Length=803
Score = 194 bits (214), Expect = le-46
Identities = 117/122 (96%), Gaps = 1/122 (1%)
Strand=Plus/Minus
Query 1 CCGCCCCTATTTTACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCCCGGAGCCGAATATTTGGCATTTT

60

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrer e
Sbjct 165 CCGCCCCTATTTTACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCCCGGAGCCGATT-TTTGGCATTTT
107

Query 61 TGGCCAATTTTTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGGTTTTCGCAGAACGCCCCTAC

120

FErrr trrrrrrrrrrrrrrrrrreerrrrrrrerrt o rrrr e
Sbjct 106 TGGCCGATTTTTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCCGATTTCGCAGAACGCCCCTAC
47

Query 121 CC 122

Sbjct 46 CC 45

Amostra Cultura Carrapatos Cdo 3 (2595)

SEQ 2595C_ completa: 119 bp;

ORIGIN primer BW-B
1 CCGCCCCTAT TTTACACCAC CCCAGTTTCC CGCCCCGGAG CCAGATATTG GCATTTTTGG
61 CCAATTTTTG AACGGGATTT CTGCACCCAT TTTTCGGTTT TCGCAGAACG CCCCTACCC

Primer FW

gb|EU437406.1| Leishmania infantum isolate MCAN/ES/98/10445 clone

LinGpja_8

kinetoplast minicircle, complete sequence
Length=780

Score = 176 bits (194), Expect = 3e-41

Identities = 112/121 (93%), Gaps = 2/121 (2%)

Strand=Plus/Plus
Query 1 CCGCCCCTATTTTACACCA--CCCCAGTTTCCCGCCCCGGAGCCAGATATTGGCATTTTT
58

LI P rrrrrrrr il FEETrrrrrrrrrrr e L

Sbjct 5 CCGGCCCTATTTTACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCTCGGAGCCCATTTTTGGCATTTTT
64
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/515001?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z8JXVV5S01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/184161274?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z8MS6SYB01S

Query 59 GGCCAATTTTTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGGTTTTCGCAGAACGCCCCTACC
118

Sbjct 65 GGCCAATTTTTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGATTTTCGCAGAACGCCCCTACC
124

Query 119 C 119

Sbijct 125 C 125

Amostra Sangue Cdo 4 (2623)

SEQ 26235 completa: 121 bp;
Composition 21 A; 43 C; 21 G; 36 T; 0 OTHER
Percentage: 17.4% A; 35.5% C; 17.4% G; 29.8% T; 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 36.85 dsDNA: 74.6

ORIGIN primer BW-B

1 CCGCCCCTAT TTTACACACC AACCCCCAGT TTCCCGCCTC GGAGCCGATA TTGGCATTTT
6l TGGCCAATTT TTGACGGGAT TTCTGCACCC ATTTTTCGGT TTTCGCAGAA CGCCCCTACC
121 C primer FW

gb |EU437406.1| Leishmania infantum isolate MCAN/ES/98/10445 clone
LinGpja_ 8

kinetoplast minicircle, complete sequence

Length=780

Score = 176 bits (194), Expect 3e-41
Identities = 115/123 (93%), Gaps = 4/123 (3%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CCGCCCCTATTTTACACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCTCGGAGCCGATATT-GGCATTT
59

PO rrrrerrrerrrr rerrrerrrerrrerrrrrrrrrrret rr e e
Sbjct 5 CCGGCCCTATTTTACAC--CAACCCCCAGTTTCCCGCCTCGGAGCCCATTTTTGGCATTT
62

Query 60 TTGGCCAATTTTTGA-CGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGGTTTTCGCAGAACGCCCCTA
118

FErrrrrererrrrr rerrrrrrrerrrrrer et et e e
Sbjct 63 TTGGCCAATTTTTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGATTTTCGCAGAACGCCCCTA
122

Query 119 cCcCC 121

Sbjct 123 ccc 125

Amostra Cultura Carrapatos Cdo 4 (2623)

SEQ 2623C _completa: 130 bp;

ORIGIN primer BW-B

1 CCGCCCCTAT TTTACACCAA CCCCCAGTTT CCCGCCCCGG AGCCGATATA TTGGCATTTT
61 TGGCCATTTT GGCCAATTTT TGACGGGATT TCTGCACCCA TTTTTCGGTT TTCGCAGAAC
121 GCCCCTACCC

Primer FW
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/184161274?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z8ZH2RMK01N

gb|EU370885.1| Leishmania donovani isolate Ld-IN-35 kinetoplast

minicircle,

partial sequence
Length=116

Score

167 bits (184), Expect = 2e-38
Identities

= 112/125 (90%), Gaps 9/125 (7%)

Strand=Plus/Minus

Query
65

Sbjct
58

Query
125

Sbict
6

Query

Sbict

6

116

66

57

126

CCTATTTTACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCCCGGAGCCGATATattggcatttttggcece

Frrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr et et et et et
CCTATTTTACACCAACCCCCAGTTTCCCGCCCCGGAGCCGATTT-TTGGCATTTTTGGCT

attttggccaatttttgacgggatttctgcacccatttttcggttttCGCAGAACGCCCC

ATTTT------—~ TTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGGTTTTCGCAGAACGCCCC
TACCC 130

FEET

TACCC 1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169159994?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z98DMYN901N

APENDICE 4

FICHA DE IDENTIFICACAO DE CAES COM SUSPEITA E/OU

CONFIRMADOS COM LEISHMANIOSE

Fichade Identificagdo de Caes com Suspeita e/ou Confirmados com

Leishmaniose

N® da Ficha: Data da Coleta:
Sexo: ( M ( )F Idade:
Raca: Pelagem (cor):

Pelagem tamanho: ( ) Curta ( ) Média ( ) Longa
Porte: ( ) Pequeno ( ) Médio ( ) Grande

Proprietario:

Enderego:

Cidade: Telefone:

Quantidade de carrapatos coletados:

Larvas: ___ Ninfas: ___ Adultos: ___ Fémeas: Machos:

Coleta de Amostra sanguinea: ( ) Sim ( ) Nao

Observagoes:

138



APENDICE 5

LEITURA DOS RESULTADOS DO TESTE

IMUNOCROMATOGRAFICO RAPIDO DE DUPLO PERCURSO

(TRDPP) DOS 4 CAES COM AMOSTRAS ANALISADAS PELO

SEQUENCIAMENTO E DEMAIS TECNICAS MOLECULARES E
SOROLOGICAS

= 200 236l
\ Lol /

(T

2595 T 4623
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